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AE   Anionenaustauscher 
Aqua bidest.  Aqua bidestillata 
BCECF  2´,7´-bis-(Carboxyethyl)-5(6´)-Carboxyfluorescein 
BCECF/AM  2´,7´-bis-(Carboxyethyl)-5(6´)-Carboxyfluorescein/ 
Azetoxymethylester 
bp   Basenpaare 
DEPC   Diethylpyrocarbonat 
DMSO  Dimethylsulfoxit 
DNA   Desoxyribonucleinsäure 
dNTP   Desoxynucleotidtriphosphate 
DPBS   Dulbecco`s phosphatgepufferte Lösung 
DRA   Down-Regulated in Adenoma 
EIPA   5-(N-Ethyl-N-Isopropyl-)-Amilorid 
FKS   fetales Kälberserum 
g   Erdbeschleunigung 
H2DIDS  4,4´-Hydroxydiisothiocyanatostilben-2,2´-Disulfonsäure 
HEPES  N-[Hydroxyethyl]-Piperazin-N´-[2-Ethansulfonsäure] 
HOE-694  (3-Methylsulfonyl-4-Piperidinobenzoyl)Guanidin Methansulfonat  
MCT   H+/Monocarboxylat-Kotransporter 
MEM   Minimal Essential Medium 
M-199   Medium 199 
n   Anzahl der Stichproben 
N Anzahl der für die Stichproben zur Gewinnung von Zellen 
verwendeten Versuchstiere 
NBC Na+-HCO3--Kotransporter 
NCBE Na+-abhängiger Cl-/HCO3--Austauscher 
NHE   Na+/H+-Austauscher 
NMDG+  N-Methyl-D-Glucamin 
pCO2   CO2-Partialdruck 
PLP   Poly-L-Lysin-Paraformaldehyd 
RNA   Ribonukleinsäure 
RT-PCR  Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion 
p   Irrtumswahrscheinlichkeit 
pHe   extrazellulärer pH-Wert 
pHi   intrazellulärer pH-Wert 
  pHi   pHi-Differenzen 
SCFA   kurzkettige Fettsäuren (short chain fatty acids) 
SEM   Standardfehler des Mittelwerts (standard error of mean) 
TBE   Tris-Borat-EDTA-Puffer 
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1 EINLEITUNG 
Im Pansen von Wiederkäuern entstehen aus dem mikrobiellen Abbau der 
aufgenommenen Nahrung zahlreiche Fermentationsprodukte. Unter anderem 
werden neben den Gasen CO2 und Methan hauptsächlich kurzkettige Fettsäuren 
(SCFA; FAHEY u. BERGER 1988) gebildet. Seit BARCROFT et al. (1944) die 
Fähigkeit des stark verhornten Pansenepithels entdeckte, die anfallenden SCFA zu 
absorbieren, rückte das Pansenepithel in den Mittelpunkt zahlreicher 
Transportstudien. Das Interesse an den ruminalen Transportvorgängen nahm 
zusätzlich mit der Feststellung zu, dass SCFA die Haupt-Energiequelle des 
Wiederkäuerorganismus darstellen und den Energiebedarf des Tieres bis zu 70% bis 
80% decken (ANNISON u. ARMSTRONG 1970; BUGAUT 1987; BERGMANN 1990). 
Heute gilt als gesichert, dass das Pansenepithel trotz des starken 
Verhornungsgrades eine hohe Resorptionskapazität besitzt. So werden nahezu alle 
intraruminal produzierten SCFA direkt aus dem Pansenlumen in das ruminale Epithel 
aufgenommen (BERGMANN 1990; KRAMER et al. 1996; GÄBEL u. SEHESTSTED 
1997; SEHESTED et al. 1999) und dort zu unterschiedlichen Anteilen metabolisiert 
(BALDWIN u. JESSE 1992; BRITTON u. KREHBIEL 1993; RÉMOND et al. 1995). 
Auch das während der Fermentation anfallende CO2 diffundiert in die 
Pansenepithelzelle und wird intrazellulär über eine Karboanhydrase zu HCO3- und 
freien H+-Ionen hydriert (ASH u. DOBSON 1963).  
 
Neben der Resorption der Fermentationsprodukte sind auch Sekretionsprozesse an 
der drüsenlosen Pansenwand nachgewiesen. So gibt das Pansenepithel in großen 
Mengen Bikarbonat in das Pansenlumen ab und trägt damit wesentlich zur 
Aufrechterhaltung des intraruminalen Milieus bei (ASH u. DOBSON 1963; GÄBEL et 
al. 1993; ØRSKOV 1995). 
 
Alle Transportstudien ließen jedoch unberücksichtigt, dass sowohl die Absorption der 
SCFA und des CO2 als auch die Sekretion von HCO3- den intrazellulären pH-Wert 
(pHi) der Pansenepithelzellen stark belasten. Die Aufnahme der SCFA führt zu einer 
direkten Akkumulation von freien Protonen im Zytosol. Auch die Diffusion des 
membrangängigen CO2 und die folgende intrazelluläre Hydrierung resultiert in einer 
intrazellulären Anreicherung von freien H+-Ionen. Da im Pansen große Mengen an 
SCFA (bis zu 200 mM; GÄBEL et al. 1988) und CO2 (bis zu 85 kPa; COUNOTTE 
1981) produziert und über das Epithel aufgenommen werden, besteht die Gefahr 
einer letalen Übersäuerung des Zytosols der Pansenepithelzellen. Neben dieser 
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direkten Belastung des pHi durch die Aufnahme der extrazellulären „Säuren“ führt der 
Metabolismus der aufgenommenen SCFA zu einer zusätzlichen intrazellulären 
Ansäuerung. Als Endprodukte des intrazellulären Abbaus entstehen neben CO2 
(BUGAUT 1987; RÉMOND et al. 1995) hauptsächlich die Ketonkörper Azetoazetat 
und D-3-Hydroxybutyrat (BECK et al. 1984; RÉMOND et al. 1995), die durch ihre 
niedrigen pk-Werte weiter zur Ansäuerung beitragen.  
 
Des Weiteren wird die intrazelluläre Pufferkapazität der Pansenepithelzellen durch 
die kontinuierliche Bikarbonatsekretion stark verringert, so dass die intrazelluläre 
Neutralisation der importierten Protonen noch zusätzlich erschwert wird. Der 
Aufnahme der „Säuren“ SCFA und CO2 bzw. der Sekretion von HCO3- müssen somit 
effektive pHi-Wert-regulierende Mechanismen entgegenstehen, da andernfalls die 
Gefahr einer säurebedingten Schädigung des Pansenepithels besteht.  
 
Trotz dieser enormen Bedeutung einer effektiven pHi-Homöostase befasste sich nur 
eine Studie (MÜLLER et al. 2000) direkt mit der pHi-Regulation des Pansenepithels. 
In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass das ruminale Epithel für den Export von 
Säureäquivalenten einen Na+/H+-Austauscher (NHE) exprimiert, der intrazelluläre 
Protonen im Austausch gegen extrazelluläres Na+ aus der Zelle transportiert. Dieser 
Transporter scheint der wichtigste Regulationsmechanismus in Abwesenheit von 
extrazellulärem HCO3- zu sein. Allerdings ist weder sein Beitrag zur pHi-Regulation in 
Anwesenheit von HCO3- noch seine Isoform und damit seine Orientierung (apikal 
oder basolateral) bekannt. Neben einem NHE besitzt das Pansenepithel zusätzlich 
einen HCO3--importierenden Transporter, der jedoch nicht näher charakterisiert 
wurde (MÜLLER et al. 2000). Untersuchungen an anderen epithelialen Zellen 
belegen jedoch, dass zur Regulation des pHi-Wertes in der Regel mehrere 
spezifische Transportsysteme ausgebildet werden, die durch ein kontrolliertes 
Zusammenspiel den pHi in engen Grenzen halten. 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Mechanismen der Aufrechterhaltung 
des pHi im Pansenepithel funktionell und molekularbiologisch näher zu 
charakterisieren und damit ein umfassendes Modell der pHi-Regulation des 
Pansenepithels zu erarbeiten. Zu diesem Zweck sollten die einzelnen Transporter, 
die nach einer intrazellulären Ansäuerung bzw. Alkalisierung den pHi regulieren, 
hinsichtlich ihrer Funktion und Struktur charakterisiert werden. Da aufgrund der 
physiologisch hohen Säurebelastung der Regulation des pHi nach einer Ansäuerung 
eine besondere Bedeutung zukommt, sollte weiterhin der Anteil der einzelnen 
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alkalisierenden Transporter an der pHi-Regulation bestimmt werden. Dabei wurde 
zwischen einer moderaten und einer starken Ansäuerung unterschieden. 
 
Der besondere Aufbau des Pansenepithels (mehrschichtig und verhornt) erfordert 
zusätzlich eine differenzierte Verteilung der Transportsysteme im Epithel. Da bisher 
nur wenig über die funktionelle Organisation dieses mehrschichtigen Epithels 
bekannt war, sollte mit immunhistochemischen Methoden begonnen werden, die 
Transporter direkt im Epithel zu lokalisieren. Somit sollten erste Einblicke in den 
funktionellen Aufbau des ruminalen Epithels gewonnen werden. 
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2 LITERATURÜBERSICHT 
2.1 ALLGEMEINE BEDEUTUNG DER PH-WERT-REGULATION 
Der intrazelluläre pH-Wert (pHi) beeinflusst den Ablauf vieler Zellfunktionen. Von der 
Stabilität des pHi hängen unter anderem der intrazelluläre Metabolismus, 
Transportprozesse über die Plasmamembran und die Aufrechterhaltung des 
Membranpotentials ab (Ilundáin 1991). Eine effektive Regulation des pHi ist daher für 
die Vitalität und Funktion der Zelle essentiell. Bisher sind an Zellen unterschiedliche 
Systeme identifiziert worden, die den pHi in engen Grenzen halten. 
 
Geringfügige Schwankungen des pHi können kurzfristig durch die intrazelluläre 
Pufferkapazität kompensiert werden. Die intrazelluläre Pufferkapazität umfasst alle 
im Zytosol der Zelle vorhandenen Puffersysteme, unter denen das CO2/HCO3- -
System in der Regel die größte Bedeutung hat. Allerdings sind diese Puffersysteme 
in ihrer Kapazität minimiert und können nur geringe Abweichungen des Ruhe-pHi-
Wertes ausgleichen. Langfristig wird der pHi deshalb durch den aktiven Transport 
von Säure/Base-Äquivalenten über die Zellmembran aufrechterhalten. Alle bisher 
untersuchten Zellen verfügen über mehrere, spezielle Transportsysteme, die den pHi 
sowohl nach einer azidotischen als auch nach einer alkalischen Belastung 
regulieren. An die Zellen der Pansenwand werden durch die im Pansenlumen 
ablaufenden Fermentationsprozesse besondere Anforderungen in Bezug auf die 
Regulation des pHi gestellt, die im Folgenden besprochen werden. 
 
 
2.2 NOTWENDIGKEIT DER PHI-REGULATION AN PANSENEPITHELZELLEN 
2.2.1 GEFAHR DER INTRAZELLULÄREN AZIDIFIZIERUNG DURCH EXOGENE 
„SÄUREN“ 
2.2.1.1 Aufnahme von mikrobiell produzierten SCFA  
Durch mikrobiellen Abbau der mit der Nahrung aufgenommenen Kohlenhydrate 
entstehen im Pansen von Wiederkäuern im Wesentlichen die kurzkettigen Fettsäuren 
(SCFA) Azetat, Propionat und Butyrat und die Gase CO2 und Methan (FAHEY u. 
BERGER 1988). Pro aufgenommenem Kilogramm Trockenmasse werden ca. 5 Mol 
SCFA (BALDWIN u. SMITH 1983; RIIS 1983) und ca. 5 Mol CO2 (CZERKAWSKI 
1986) gebildet. Die tägliche, intraruminal produzierte Konzentration an SCFA kann 
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somit Werte von 60 mM – 150 mM (BERGMANN 1990; KRISTENSEN et al. 1996) 
erreichen. Sogar Spitzenwerte von 200 mM wurden bei Fütterung einer stärkereichen 
Ration gemessen (GÄBEL 1988). Dabei hängt die aktuelle Konzentration der SCFA 
im Pansen von Art und Zeitpunkt der Fütterung ab. Maximale Konzentrationen finden 
sich ca. 2 h – 4 h nach der Fütterung (BARCROFT et al. 1944). Bei einer reinen 
Heufütterung treten über den Tag verteilt geringere Konzentrationsschwankungen 
auf (BARCROFT et al. 1944). 
 
Die enorme intraruminale Produktion von SCFA wird von einer effektiven Absorption 
dieser Säuren über das Pansenepithel begleitet (BERGMANN 1990). Die Aufnahme 
der Säuren dient primär der Energieversorgung des Tieres. Tatsächlich werden ca. 
70% bis 80% des täglichen Energiebedarfes der Wiederkäuer durch SCFA gedeckt 
(ANNISON u. ARMSTRONG 1970; BUGAUT 1987; BERGMANN 1990). 
 
Dabei ist der Mechanismus der SCFA-Absorption bis jetzt nicht eindeutig geklärt. Bei 
einem intraruminalen pH-Wert von ca. 5,5 bis 7,5 kommt bei einem pK-Wert der 
SCFA von ca. 4,8 sowohl die dissoziierte (SCFA-) als auch die undissoziierte 
(HSCFA) Form vor, wobei allerdings der Anteil der ionisierten Form (SCFA-) mit ca. 
90% deutlich überwiegt. Aufgrund der guten Lipidlöslichkeit der protonierten Form 
kann diese ungehindert über die Zellmembran der Pansenepithelzelle diffundieren 
(RECHKEMMER et al. 1995). Verschiedene Untersuchungen belegen aber auch die 
Aufnahme der dissoziierten, impermeablen Form und deuten auf einen Austausch 
gegen intrazelluläres HCO3- hin (ASH u. DOBSON 1963; AAFJES 1967; KRAMER et 
al. 1996; GÄBEL u. SEHESTED 1997; SEHESTED et al. 1999). 
 
Während durch die epitheliale Absorption der SCFA das intraruminale Milieu 
konstant gehalten wird, wird das Epithel selbst durch die Aufnahme der SCFA stark 
beansprucht. Die Aufnahme der undissoziierten Säuren über die Pansenwand führt 
zu einem verstärkten Transport von Protonen in das Zytoplasma der Epithelzellen. 
Da enorme Mengen an SCFA aufgenommen werden, besteht die ständige Gefahr 
einer intrazellulären Übersäuerung. Zusätzlich belastet die Aufnahme der 
impermeablen, dissoziierten Form der SCFA den pHi. Die vermutete Aufnahme über 
einen Austausch gegen intrazelluläres HCO3- bedeutet, dass eine starke Base 
(HCO3-, pK ~ 6,1) gegen eine schwache Base (SCFA-, pK ~ 4,1) ersetzt und damit 
die intrazelluläre Pufferkapazität vermindert wird. Daher müssen neben den 
Mechanismen der SCFA-Aufnahme ebenfalls epitheliale Mechanismen zur 
Stabilisierung des pHi ausgebildet werden. 
 Literaturübersicht   6
2.2.1.2 Aufnahme von intraruminal produziertem CO2 
Das intraruminal produzierte CO2 repräsentiert eine zweite, bedeutende „Säure“ für 
das Pansenepithel. CO2 entsteht im Pansen zum einen direkt durch den mikrobiellen 
Abbau der aufgenommenen Kohlenhydrate. Zum anderen führt die Neutralisation 
des sauren Panseninhaltes durch den Eintrag von HCO3- in den Pansen zu einer 
starken Erhöhung des intraruminalen pCO2. Beide Prozesse resultieren in einem 
pCO2 im Pansen von bis zu 85 kPa, was einem 20-fachen Wert des pCO2 des Blutes 
entspricht (COUNOTTE 1981). 
 
CO2 diffundiert gut über biologische Membranen und wird auch vom Pansenepithel 
rasch absorbiert (ASH u. DOBSON 1963). In der Pansenwand erfolgt die Hydrierung 
des CO2 entsprechend des Reaktionsablaufes CO2 + H2O   H2CO3   H+ + HCO3-. 
Diese Reaktion ist reversibel und wird durch eine Karboanhydrase beschleunigt. 
Dieses zinkhaltige Metalloenzym ist im bovinen Pansenepithel bereits in 
verschiedenen Isoformen nachgewiesen worden (LAURENT et al. 1977; GÁLFI et al. 
1982; ASARI et al. 1988). Auf die Existenz eines solchen Enzyms im Pansenepithel 
des Schafes lassen Hemmstoffversuche mit Azetazolamid, einem spezifischen 
Inhibitor der Karboanhydrase, schließen (ERMANOVI   et al. 1976). Die Hydrierung 
des CO2 resultiert jedoch in einer Akkumulation von freien Protonen im Zytosol, die 
den pHi der Pansenepithelzellen belasten. Auf diese Weise erfordert die hohe 
intaruminale Produktion von CO2 ebenfalls die Ausbildung von pHi-Wert-
regulierenden Mechanismen in der Pansenwand. 
 
 
2.2.2 GEFAHR DER INTRAZELLULÄREN AZIDIFIZIERUNG DURCH ENDOGENE 
SÄUREN 
Zusätzlich zur Aufnahme extrazellulär produzierter „Säuren“ fallen in den 
Pansenepithelzellen – wie in allen Zellen - saure Metabolite aus dem intrazellulären 
Stoffwechsel an, die die Homöostase des pHi zusätzlich gefährden.  
 
Pansenepithelzellen haben einen hohen Energiebedarf. Wie die meisten Zellen 
scheint auch das Pansenepithel Glukose zu verstoffwechseln (GIESECKE u. 
STANGASSINGER 1980; KRISTENSEN et al. 1998). Die Autoren vermuteten, dass 
der größte Anteil des aus dem Pansenepithel freigesetzten Laktats aus der 
intrazellulären Glykolyse stammt. Eine Laktatproduktion in der Pansenepithelzelle 
führt jedoch zu einer Belastung des pHi, da Laktat durch den geringen pK-Wert von 
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3,8 (POOLE u. HALESTRAP 1993) bei einem pH-Wert von 5,5 – 7,5 hauptsächlich 
dissoziiert vorliegt. 
 
Allerdings stellt Glukose nicht die Hauptenergiequelle für das Pansenepithel dar. 
Selbst in Anwesenheit von Glucose werden bevorzugt SCFA zur Energiegewinnung 
herangezogen (BALDWIN u. JESSE 1992; BRITTON u. KREHBIEL 1993; RÉMOND 
et al. 1995). Dabei scheint es Unterschiede im Ausmaß der Verstoffwechselung der 
drei wichtigsten SCFA (Azetat, Propionat und Butyrat) zu geben. Während Azetat gar 
nicht (SEHESTED et al.1999; KRISTENSEN et al. 2000) und Propionat nur 
geringfügig (Kristensen et al. 2000) metabolisiert wird, wird Butyrat zu 90% 
intraepithelial abgebaut (BERGMANN 1990; SEHESTED et al. 1999; KRISTENSEN 
et al. 2000). Dabei entsteht nach vollständiger Oxidation CO2, das durch eine 
Karboanhydrase über die Bildung von H2CO3 zu HCO3- und freien H+-Ionen hydriert 
wird (BUGAUT 1987; RÉMOND et al. 1995). Die Produktion von freien Protonen 
führt, wie schon beschrieben, zu einer Ansäuerung des Zytoplasmas. 
 
Neben der Oxidation kann Butyrat jedoch auch enzymatisch zu den Ketonkörpern 
Azetoazetat und D-3-Hydroxybutyrat abgebaut werden (BECK et al. 1984; RÉMOND 
et al. 1995). Diese sauren Katabolite liegen aufgrund ihres niedrigen pK-Wertes 
(3,6 bzw. 4,4) bei einem pH-Wert von 7,2 – 7,4 zu 99% dissoziiert vor (PETRIDES 
1998). Bedingt durch die Dissoziation sind sie nur schlecht permeabel und verbleiben 
intrazellulär, wodurch der pHi der Pansenepithelzellen ebenfalls belastet wird. 
 
Die hohe Resorptionsfähigkeit des Pansenepithels für SCFA und für CO2 einerseits 
und die intraepitheliale Produktion saurer Metabolite andererseits resultieren also in 
einer starken Säurebelastung des Zytosols der Pansenepithelzelle.  
 
 
2.2.3 GEFAHR DER INTRAZELLULÄREN AZIDIFIZIERUNG DURCH DIE SEKRETION 
VON HCO3- 
Die Gefahr einer letalen Übersäuerung durch eine Akkumulation von „Säuren“ wird 
zusätzlich durch den permanenten Verlust an intrazellulärer Puffersubstanz verstärkt. 
Das Pansenepithel sezerniert enorme Mengen an Bikarbonat in das Pansenlumen 
(ASH und DOBSON 1963; GÄBEL et al. 1993). Diese hohe Sekretionsrate ist 
erforderlich, um die aus dem Kohlenhydrat-Abbau gewonnen SCFA im Pansenlumen 
zu neutralisieren und ein optimales intraruminales Milieu aufrechtzuerhalten. 
Tatsächlich scheint diese Sekretionsleistung der Pansenwand die größte Bedeutung 
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für die intraruminale pH-Homöostase zu haben. Die Puffersysteme, die mit dem 
Speichel in den Pansen eingebracht werden, reichen trotz eines hohen HCO3--
Gehaltes (beim Schaf 110 mM – 140 mM; COATS u. WRIGHT 1957) nur zur 
Neutralisation von 15% - 20% der im Vormagen freigesetzten SCFA aus, was in 
einem ruminalen pH-Wert von 4,5 resultieren würde (ASH u. DOBSON 1963; 
ØRSKOV 1995). Der tatsächlichen pH-Wert im Pansen von 5,5 – 7,5 kann also nur 
durch die zusätzliche Sekretion von Bikarbonat über die Pansenwand erreicht 
werden. 
 
Die Bedeutung des Pansenepithels hinsichtlich der Neutralisation des 
Panseninhaltes wird v.a. bei einer energiereichen, kraftfutterhaltigen Fütterung 
deutlich. Unter diesen Fütterungsbedingungen verringert sich die Speichelproduktion 
(KAUFMANN et al. 1980; DIRKSEN et al. 1985, 1986) und damit auch der 
Puffereinstrom mit dem Speichel. An diese Fütterung adaptierte Tiere zeigen jedoch 
keine säurebedingten Schädigungen der Pansenwand, aber eine erhöhte HCO3- -
Sekretion des Pansenpithels (GÄBEL et al. 1991; DIRKSEN 1992; WEISS 1994), die 
somit offensichtlich die reduzierte Pufferleistung des Speichels kompensieren kann. 
 
Während das intraruminale Milieu durch die Sekretion von Bikarbonat konstant 
gehalten wird, wird das Pansenepithel selbst - wie bereits erwähnt - dadurch 
gefährdet. Die Abgabe von Bikarbonat bedeutet einen Verlust an intrazellulärer 
Pufferkapazität, die aber im Zytosol benötigt wird, die SCFA- und CO2-bedingte 
Absenkung des pHi auszugleichen. Um die Integrität der Pansenwand und damit 
deren Funktion nicht zu beeinträchtigen, muss das Pansenepithel über 
weitreichende, effektive Schutzmechanismen verfügen, die ein letales Absinken des 
pHi verhindern können. Eine unkompensierte Säureanflutung in der 
Pansenepithelzelle führt zu einem Verlust der Integrität des Pansenepithels und 
damit zu einem Funktionsverlust der Pansenwand mit Auswirkungen auf den 
gesamten Organismus. Diese Prozesse werden im nächsten Abschnitt kurz erläutert. 
 
 
2.2.4 FOLGEN EINER UNKOMPENSIERTEN SÄUREBELASTUNG 
Die Pansenwand ist mit einem mehrschichtigen, verhornten Plattenepithel 
ausgekleidet, das keine Drüsen besitzt. Dieses Epithel schützt den Organismus vor 
dem Übertritt von Bakterien, Pilzen, toxischen Substanzen etc., ist an der 
Aufrechterhaltung des intraruminalen Milieus maßgeblich beteiligt, und versorgt den 
Wiederkäuer durch die Aufnahme der SCFA mit Energie.  
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Störungen der intrazellulären pH-Wert-Regulation, wie sie z.B. bei einer akuten 
Pansenazidose beobachtet werden können, drücken sich in schweren Schädigungen 
der Pansenwand aus. Diese reichen von einer Vakuolisierung des Zytoplasmas der 
Pansenepithelzellen (AHRENS 1967) bis zur Desquamation weiter Teile des Epithels 
(AHRENS 1967; NAURIYAL et al. 1978). Diese strukturellen Schäden wiederum 
können in funktionellen Ausfällen des Pansenepithels resultieren. Der Verlust der 
Barrierefunktion erleichtert das Eindringen pathogener Keime in die Pansenwand 
und kann daher zu einer Ruminitis führen (OETZEL 2001; REBHUN 1995). 
Zusätzlich können im Zuge dieses Prozesses pathogene Mikroorgansimen über das 
Pfortadersystem abgeschwemmt werden und zu einem Leberabszess (JOHNSON 
1991; OETZEL 2001) oder sogar zu einer Vena-cava-Thrombose führen (JOHNSON 
1991; NORDLUND et al. 1995). Des weiteren können auch die anderen Funktionen 
der Pansenwand durch eine Zerstörung des Pansenepithels beeinträchtigt werden. 
Der Verlust der sekretorischen und resorptiven Eigenschaften des Epithels wirkt sich 
negativ auf das intraruminale Milieu aus. So kann nicht mehr ausreichend HCO3- in 
das Pansenlumen sezerniert werden. Da das Pansenepithel aber die wichtigste 
Bikarbonatquelle des Rumens darzustellen scheint (ASH u. DOBSEN 1963; 
ØRSKOV 1995), resultiert die verminderte Sekretionsleistung in einer reduzierten 
Pufferkapazität des Pansens und der intraruminale pH sinkt weiter ab. Dieser 
Prozess wird verstärkt durch die aufgrund der Schädigung des Epithels verminderte 
Resorption von SCFA aus dem Pansenlumen. Durch den Verbleib dieser Säuren im 
Pansenlumen wird der intraruminale pH weiter abgesenkt und die säurebedingten 
Schädigungen der Pansenwand zusätzlich verstärkt.  
 
Die beschriebenen histologischen Veränderungen sind Ausdruck eines gestörten 
Wasserhaushaltes der Zellen. Es gibt Hinweise, dass diese histologisch 
nachweisbaren Alterationen durch eine säureinduzierte Störung der Osmoregulation 
verursacht werden. Einen übermäßigen Einstrom von Protonen können die im 
Pansenepithel vermuteten Säure/Base-Transporter wahrscheinlich nicht 
kompensieren, was eine Azidifizierung des Zytosols zur Folge hat. Eine pHi-Wert-
Absenkung hemmt wiederum die basolateral lokalisierte Na+/K+-ATPase (ORLANDO 
et al. 1984; EATON et al. 1984), die aber entscheidend zur Einstellung des 
osmotischen Gleichgewichtes zwischen Intra- und Extrazellulärraum beiträgt. Eine 
säurebedingte Hemmung der Na+/K+-ATPase führt daher zu einem intrazellulären 
Anstieg der Osmolarität, in dessen Folge Wasser in die Zelle einströmt und Vakuolen 
gebildet werden. 
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Eine ungenügende Regulation des pHi-Wertes der Pansenepithelzellen kann folglich 
zu einer schweren Beeinträchtigung der Leistungsfähigkeit des Organismus bis hin 
zum Verlust des Tieres führen.  
 
 
2.3 PHI-WERT-REGULATION AN NICHT-RUMINALEN EPITHELIALEN ZELLEN 
Trotz der enormen Bedeutung einer effektiven pHi-Wert-Regulation des 
Pansenepithels wurden bisher nur wenige Untersuchungen zur Aufklärung der an 
dieser Regulation beteiligten Mechanismen durchgeführt. Daher sollen zunächst 




2.3.1 SCHUTZ VOR EINER INTRAZELLULÄREN ANSÄUERUNG 
Die meisten Zellen eines Organismus müssen - wie auch die Pansenepithelzellen - 
die stoffwechselbedingte Ansäuerung des Zytosols ausgleichen. Viele Zellen werden 
zusätzlich durch die Aufnahme saurer Substanzen bzw. Protonen und/oder durch die 
Sekretion von Bikarbonat belastet. Prinzipiell hat die Säugetierzelle zwei 
Möglichkeiten, um auf eine intrazelluläre Ansäuerung zu reagieren. Zum einen 
können direkt Protonen aus dem Zellinnern ausgeschleust werden. Zum anderen 
kann auch extrazelluläres Bikarbonat zur Erhöhung der intrazellulären 
Pufferkapazität aufgenommen werden. H+- und HCO3--Ionen sind jedoch nicht frei 
permeabel. Daher existieren verschiedene H+- und HCO3--transportierende Systeme 
in den Zellmembranen, die durch ein komplexes Zusammenspiel den pHi-Wert in 
engen Grenzen halten. 
 
 
2.3.1.1 Na+/H+-Austauscher (NHE) 
Für den Export von Säureäquivalenten besitzen fast alle bisher untersuchten 
epithelialen Zellen einen Na+/H+-Austauscher (NHE; TSE et al. 1992; TELEKY et al. 
1994; DUDEJA et al. 1996; TURNER et al. 2001). Dieses Membranprotein vermittelt 
den elektroneutralen 1:1-Austausch eines extrazellulären Na+-Ions gegen ein 
intrazelluläres H+-Ion.  
 
 Literaturübersicht   11
Gegenwärtig sind 6 Isoformen dieses Transporters bekannt, wobei nur die Isoformen 
NHE1 bis NHE4 tatsächlich funktionell charakterisiert wurden. Für den NHE4 konnte 
kürzlich an Magenwandzellen eine Beteiligung an der Zellvolumenregulation 
nachgewiesen werden (ROSSMANN et al. 2001). Der NHE3 ist der wichtigste Träger 
des transepithelialen Na+-Transports im Darm und an der Niere (TSE et al. 1992; 
BOOKSTEIN et al. 1994; BURCKHARDT et al. 2002) und somit primär an 
absorptiven bzw. resorptiven Prozessen beteiligt. In Übereinstimmung mit dieser 
These ist diese Isoform nur in der apikalen Zellmembran zu finden (NOËL u. 
POUYSSEGUR 1995; REPISHTI et al. 2001; BURCKHARDT et al. 2002). Neben 
dem NHE3 wird auch ein Beitrag des NHE2 am Na+-Transport im 
Gastrointestinaltrakt aufgrund seiner hohen Expression im Kolon und Hinweisen auf 
eine apikale Lokalisation vermutet (TSE et al. 1993; YUN et al. 1995). In der Niere 
dient der NHE2 wahrscheinlich der Aufrechterhaltung des Zellvolumens 
(BURCKHARDT et al. 2002) durch Förderung des Einstroms von Na+ und Wasser. 
Neben der Aufgabe der Na+-Resorption gibt es allerdings zunehmend Hinweise, die 
auch eine Beteiligung des NHE2 an der Regulation des pHi vermuten lassen 
(PRAETORIUS et al. 2000; ROSSMANN et al. 2001). 
 
Der NHE1 wird als die für die Regulation des pHi und des Zellvolumens wichtigste 
Isoform angesehen. Während die anderen Isoformen eine gewebespezifische 
Verteilung aufweisen, wird der NHE1 in nahezu jeder untersuchten Zelle exprimiert 
(TSE et al. 1992; YUN et al. 1995; WAKABAYASHI et al. 1997). Dieses ubiquitäre 
Vorkommen lässt darauf schließen, dass er zur Grundausstattung der Zelle gehört 
und eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung des intrazellulären Milieus spielt 
(„housekeeping-type“). In epithelialen Zellen ist der NHE1 ausschließlich in der 
basolateralen Zellmembran zu finden (BOOKSTEIN et al. 1994; DUDEJA et al. 
1996). 
 
Ein weiteres Charakteristikum der Na+/H+-Austauscher ist die pH-abhängige 
Aktivierung des Transporters und die dadurch bedingte Anpassung der Transportrate 
an den pHi (BURCKHARDT et al. 2002). Der Transporter verfügt über eine „modifier 
site“, einen Protonensensor, der den Austauscher allosterisch mit steigender 
Protonenkonzentration aktiviert, sobald ein bestimmter Schwellenwert überschritten 
wird (ARONSON 1985; VAUGHAN-JONES u. WU 1990). In vielen Zellen leistet der 
NHE daher keinen Beitrag zur Aufrechterhaltung des Ruhe-pHi-Wertes (MONTROSE 
u. MURER 1986; JENTSCH et al. 1986; CANTIELLO u. LANIER 1989; 
TØNNESSEN et al. 1990 b). Die geringen stoffwechselbedingten Abweichungen des 
pHi werden in diesen Zellen primär durch HCO3- -importierende Transportsysteme 
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kompensiert. Der NHE wird erst nach einer akuten Ansäuerung aktiviert. Liegt jedoch 
der Schwellenwert für die Aktivierung des NHE im Bereich des physiologischen pHi-
Wertes einer Zelle, wird der Ruhe-pHi-Wert in solchen Zellen auch durch einen 
kontinuierlichen Na+/H+-Austausch aufrechterhalten (MONTROSE u. MURER 1990; 
WANG u. KURZT 1990, CALONGE et al. 1997; PRAETORIUS et al. 2000). 
 
Eine weitere Eigenschaft der Na+/H+-Austauscher, die in Transportstudien zur 
funktionellen Identifizierung dieser Transporter herangezogen wird, ist ihre 
Hemmbarkeit mit Amiloriden 5-(N-Ethyl-N-Isopropyl-)-Amilorid (EIPA) oder 
(3-Methylsulfonyl-4-Piperidinobenzoyl)Guanidin Methansulfonat (HOE-694) (NOËL u. 
POUYSSEGUR 1995; PRAETORIUS et al. 2000). 
 
 
2.3.1.2 Bikarbonat-importierende Transportsysteme 
Neben einem NHE gehören in vielen Säugetierzellen HCO3- -Transporter zu den 
wichtigsten pHi-Wert-Regulatoren. Gegenwärtig sind zwei bikarbonat-importierende 
Transportsysteme an epithelialen Zellen beschrieben: ein Na+-HCO3--Kotransporter 
(NBC) und ein Na+-abhängiger Cl-/HCO3- -Austauscher (NCBE). 
 
 
Na+-HCO3- -Kotransporter (NBC) 
 
Der Na+-HCO3- -Kotransporter (NBC) transportiert ein Na+-Ion und ein bis drei 
HCO3- -Ionen gleichgerichtet über die Zellmembran. Die Richtung des Transports 
wird dabei durch die Stoichometrie des Transporters bestimmt (ROMERO u. BORON 
1999). Ein HCO3- -Export, wie er bisher nur an der Niere gezeigt werden konnte, 
kann aus thermodynamischen Gründen nur durch einen Transport von 3 
HCO3- -Ionen pro Na+-Ion vermittelt werden (GROSS u. HOPFER 1996; ABDULAZE 
et al. 1998 b; SCHMITT et al. 1999). Er dient an der Niere der Abgabe des aus dem 
Harn rückresorbierten Bikarbonates in das Blut. Im Gegensatz dazu bewirkt der 
Transport von 2 HCO3- Ionen pro Na+-Ion bzw. der elektroneutrale 1:1 Transport eine 
Aufnahme von HCO3- in die Zelle. Dieser Na+-abhängige HCO3- -Import konnte 
bisher – mit Ausnahme der Niere - an allen untersuchten Zellen nachgewiesen 
werden (HUGHES et al. 1989; ISHIGURO et al. 1996 a, b; GROSS et al. 2001).  
 
Eine Hauptfunktion des NBC liegt in der Regeneration des intrazellulären Bikarbonat-
Pools, der kontinuierlich durch die Notwendigkeit der pHi-Regulation reduziert wird. 
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Einen unterschiedlich großen Beitrag zur pHi-Wert-Regulation durch einen NBC 
konnte an allen untersuchten Zellen nachgewiesen werden (GLEESON et al. 1989; 
LAGADIC-GOSSMANN et al. 1992; CAMILION et al. 1996). Insbesondere im 
Gastrointestinaltrakt ist dieser Transporter maßgeblich an der Aufrechterhaltung des 
pHi beteiligt (TELEKY et al. 1994; PERAL et al. 1995; CALONGE und ILUNDÁIN 
1998; SEIDLER et al. 2000; AKIBA et al. 2001 a, b). Der Transporter ersetzt dabei 
das zur Neutralisation von Protonen verbrauchte Bikarbonat. In bikarbonat-
sezernierenden Organen gleicht er zusätzlich den durch die Sekretion bedingten 
Verlust von zellulärem HCO3- aus (POWELL et al. 1971, SULLIVAN und SMITH 
1986, AKIBA et al. 2001 a, b). Aufgrund der Beteiligung an der pHi-Wert-Regulation 
sowie der ubiquitären Expression wird der NBC wie der NHE1 als „housekeeping“-
Transporter bezeichnet.  
 
Analog zum NHE wird ebenfalls eine Kopplung der Aktivität des NBC mit dem pHi 
vermutet. Untersuchungen der pHi-Abhängigkeit des Transports an basolateralen 
Membranvesikeln aus der Niere, die die Aufnahme von 22Na als ein Maß der NBC-
Aktivität maßen, ergaben die höchste Aufnahmerate von 22Na bei einem pH-Wert von 
7,4 (SOLEIMANI et al. 1992). Diese Studie demonstriert, dass der NBC bei einem 
physiologischen pHi-Wert von 7,4 maximal aktiv ist. Er stellt somit einen der 
wichtigsten Mechanismen zur Aufrechterhaltung des Ruhe-pHi-Wertes dar. In einigen 
Zellen scheint der NBC sogar als der alleinige Regulationsmechanismus des basalen 
pHi zu fungieren (TØNNESSEN et al. 1990 a; PRAETORIUS et al. 2001). 
 
Neben der Regulation des pHi ist der NBC direkt am vektoriellen Transport von 
HCO3- über epitheliale Barrieren hinweg beteiligt. Erste Hinweise auf eine Beteiligung 
eines Na+-abhängigen HCO3--Imports an der Bikarbonat-Sekretion erhielt POWELL 
et al. (1971) aus Versuchen am Duodenum der Ratte und SULLIVAN und SMITH 
(1986) am proximalen Kolon des Kaninchens. Heute ist die Bereitstellung des HCO3- 
zur Sekretion durch einen NBC für das Duodenum (AKIBA et al. 2001 a, b) und den 
Pankreas (ISHIGURO et al. 1996 a, b) nachgewiesen.  
 
Der NBC wird in einschichtigen Epithelien ausschließlich basolateral lokalisiert 
(LUBMAN et al. 1995, VORUM et al. 2000). Diese basale Orientierung sichert den 
direkten Kontakt des Transporter mit dem Blut, das einen relativ konstanten HCO3--
Gehalt aufweist. Dadurch kann die Versorgung der Zelle mit HCO3- ständig 
gewährleistet werden.  
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Funktionell wird der NBC-vermittelte Na+- und HCO3- -Import durch seine 
Unabhängigkeit von intrazellulärem Cl- und durch die Hemmbarkeit mit 
verschiedenen Stilbenderivaten (DIDS, H2DIDS, SITS) charakterisiert. Allerdings 
konnten Unterschiede in der Sensitivität des Transporters gegenüber diesen 
Hemmstoffen beobachtet werden. In einigen Untersuchungen wurde DIDS in 
Konzentrationen zwischen 50 µM – 400 µM angewendet, um einen elektrogenen 
NBC vollständig zu blockieren (BOYARSKY et al. 1988; ROMERO et al. 1997; 
ABDULAZE et al. 1998a). In anderen Studien dagegen konnte der Einsatz von 
500 µM – 1 mM verschiedener Stilbenderivate den Kotransport von Na+ und HCO3- 
nur unvollständig hemmen (Ainsworth et al. 1998, Pushkin et al. 1999, Choi et al. 
2000). Die unterschiedliche Sensitivität gegenüber dieser Hemmstoffgruppe deutet 
auf die Existenz verschiedener Isoformen des NBC hin.  
 
Tatsächlich sind bisher aufgrund von Sequenzvergleichen 4 Isoformen identifiziert 
worden, die mit NBC1 bis NBC4 bezeichnet werden. Der NBC1 wird als elektrogener 
Na+-HCO3--Kotransporter beschrieben. Die Stoichiometrie kann allerdings 
zellgebunden zwischen 2 und 3 Basenäquivalenten variieren. Er ist Cl--unabhängig 
und DIDS-sensitiv (BURNHAM et al. 1997; AMLAL et al. 1999; SEIDLER et al. 
2001). Der NBC2 vermittelt ebenfalls einen Cl- -unabhängigen 
Na+-HCO3- -Kotransport. Im Gegensatz zum NBC1 ist er gegenüber DIDS nur 
partiell-sensitiv bzw. sogar resistent (PUSHKIN et al. 1999; CHOI et al. 2000). Über 
den NBC3 existieren gegenwärtig widersprüchliche Aussagen hinsichtlich der 
Abhängigkeit von intrazellulärem Cl-. GRICHTCHENKO et al. (2001) demonstrierte in 
NBC3-exprimierenden Xenopus laevis Oozyten einen Na+-abhängigen Cl-/HCO3--
Austauscher, während WANG et al. (2002) in einem ähnlichen Experiment einen Cl--
unabhängigen Na+-HCO3--Kotransport beschreibt. Der NBC4 konnte erst kürzlich 
funktionell charakterisiert werden. Er zeigt ähnliche Eigenschaften wie der NBC1 
(VIRKKI et al. 2002; SASSANI et al. 2002). 
 
 
Na+-abhängiger Cl-/HCO3- -Austauscher (NCBE) 
 
Der NCBE vermittelt den Kotransport von einem extrazellulären Na+-Ion mit einem 
extrazellulären HCO3- -Ion im Austausch gegen ein intrazelluläres Cl- -Ion. Er ist, wie 
fast alle Bikarbonat-Transporter, sensitiv gegenüber Stilbenderivaten (FABER et al. 
1998; ROMERO et al. 2000; VANECKOVA et al. 2001). Wie viele Säure/Base-
Transporter ist er pHi-abhängig, wobei er zwischen pHi 6,4 und 7,4 maximal aktiviert 
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zu sein scheint (TØNNESSEN et al. 1990 b; FABER et al. 1998). Somit ist dieser 
Transporter ähnlich dem NBC an der basalen Regulation des pHi beteiligt. 
 
2.3.2 SCHUTZ VOR EINER INTRAZELLULÄREN ALKALISIERUNG 
Neben der Expression mehrerer protektiver Mechanismen vor einer intrazellulären 
Übersäuerung besitzen viele Zellen HCO3--exportierende Transporter, die die Zelle 
vor einer intrazellulären Alkalisierung schützen.  
 
Als Endprodukt des intrazellulären Metabolismus entsteht CO2, dass durch die 
Aktivität einer Carboanhydrase zu H+- und HCO3--Ionen hydriert wird. Um eine 
intrazelluläre Übersäuerung zu verhindern, werden die H+-Ionen im Austausch gegen 
extrazelluläres Na+ über einen NHE aus der Zelle transportiert (siehe 2.3.1.1). Damit 
jedoch die im Zytosol verbleibenden HCO3- -Ionen nicht zu einem Anstieg des pHi 
führen, wird die Aktivität des NHE häufig mit einem Export von HCO3- gekoppelt. In 
vielen Zellen konnte nachgewiesen werden, dass der pHi durch die parallele Aktivität 
eines NHE und eines Cl-/HCO3- -Austauschers moduliert wird (CHAILLET et al. 1986; 
FINEMAN et al. 1990; TØNNESSEN et al. 1990 a; TURNER 2001; RAJENDRAN u. 
BINDER 1993; MAHAJAN et al. 1996). Als Cl- -abhängige HCO3- -Exporteure sind 
funktionell bisher die Na+-unabhängigen Cl-/HCO3--Austauscher (AE) aus der Familie 
der Anionen-Austauscher und der DRA (Down-Regulated in Adenoma) aus der 
Familie der Sulfattransporter charakterisiert worden. 
 
 
Na+-unabhängige Cl-/HCO3- -Austauscher (AE) 
 
Die Familie der Anionen Austauscher vermittelt den elektroneutralen 1:1-Transport 
von extrazellulärem Cl- gegen intrazelluläres HCO3-. Dieser Prozess ist Na+-
unabhängig. Er kann durch Umkehrung des physiologisch einwärtsgerichteten 
Cl- -Gradienten umgedreht werden, so dass HCO3- importiert und Cl- exportiert wird 
(CALONGE et al. 1991; ILUNDÁIN 1991; VANECKOVA et al. 2001).  
 
Gegenwärtig sind 4 Isoformen bekannt, die mit AE1 bis AE4 bezeichnet werden. 
Jede der AE-Isoformen weist eine gewebe- und membranspezifische Verteilung auf. 
Der AE1, auch als „band 3“ bezeichnet, wird am stärksten in Erythrozyten und in der 
Niere exprimiert (KAPITO u. LODISH 1985; SABOLIC et al. 1997). Aber auch am 
distalen Kolon und an anderen Darmsegmenten konnte die Anwesenheit eines AE1 
nachgewiesen werden (RAJENDRAN et al. 2000). Dieser Transporter wird sowohl in 
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apikalen als auch in basolateralen Membranen gefunden (ELADARI et al. 1998; 
RAJENDRAN u BINDER 2000; ALPER et al. 2001). Er ist sensitiv gegenüber 
Stilbenderivaten wie DIDS (SALAHANY u. SCHOPFER 2001), den Hemmstoffen 
vieler Bikarbonat-Transportwege. Seine Aktivität wird durch Veränderungen des pHi 
oder des Zellvolumens nicht beeinflusst (ALPER et al. 1994; JENNINGS et al. 1995). 
Für ihn wird eine Beteiligung an der NaCl-Absorption angenommen (ELADARI 1998). 
Im Gegensatz dazu ist der AE2 in nicht-erythrozytären Geweben weit verbreitet, 
darunter auch in der Niere und im Gastrointestinaltrakt (KUDRYCKI et al. 1990; 
ALPER et al. 1994; ALPER et al. 1999). Der AE2 wird unter anderem durch einen 
Anstieg des pHi (REINERTSEN et al. 1988; HUMPHREYS et al. 1994, JIANG et al. 
1994; STERLING u. CASEY 1999) oder durch eine Hypertonizität (HUMPHREYS et 
al. 1995; JONS u. DRENCKHAHN 1998) aktiviert. Daher wird vermutet, dass diese 
Isoform in Kombination mit einem NHE an der Regulation des pHi und des 
Zellvolumens beteiligt ist. In Übereinstimmung mit dieser Vermutung ist der AE2 fast 
ausschließlich basolateral lokalisiert (STUART-TILLEY et al. 1994; ALPER et al. 
1994; HE et al. 1997; CASTILLO et al. 2000). Funktionell unterscheidet sich der AE2 
vom AE1 hauptsächlich durch seine geringe Hemmbarkeit durch Stilbenderivate 
(ALPER et al. 2001). Der AE3 wird in „erregbaren Geweben“ wie Gehirn oder Herz 
(KUDRYCKI et al. 1990; YANNOUKAKOS et al. 1994; KOBAYASHI et al. 1994) am 
stärksten exprimiert, ist aber auch im Gastrointestinaltrakt nachgewiesen worden 
(KUDRYCKI et al. 1990; ALREFAI et al. 2001). Ähnlich dem AE1 ist dieser 
Transporter insensitiv gegenüber Veränderungen des pH-Wertes (STERLING u. 
CASEY 1999) und sowohl in apikalen als auch in basolateralen Membranen zu 
finden (RAJENDRAN et al. 2000; ALPER et al. 2002). Der AE4 konnte bisher 
ausschließlich in der Niere nachgewiesen werden (PARKER et al. 2001; 
TSUGANEZAWA et al. 2001). Funktionell zeichnet er sich durch seine Insensitivität 
gegenüber DIDS aus (TSUGANEZAWA et al. 2001). 
 
 
Down-regulated in Adenoma (DRA) 
 
Dieser Transporter wurde im Kolon von Mensch und Maus (HOGLUND et al. 1996; 
MELVIN et al. 1999) sowie im Ileum des Menschen (BYEON et al. 1996) als 
Cl-/HCO3--Austauscher beschrieben. Allerdings können auch Sulfat oder Oxalat im 
Austausch gegen intrazelluläres Bikarbonat aufgenommen werden (SILBERG et al. 
1995; MOSLEY et al. 1999). Diese geringe Anionenspezifität der extrazellulären 
Seite lässt darauf schließen, dass der DRA an der Absorption vieler Anionen aus 
dem Lumen des Darmes beteiligt ist. In Übereinstimmung mit dieser Annahme ist der 
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DRA nur in der apikalen Membran lokalisiert worden (BYEON et al. 1996). Eine 
Beteiligung an der pHi-Regulation wurde bisher nicht untersucht. Der DRA ist relativ 
insensitiv gegenüber H2DIDS und wird durch einen pHi-Wert-Anstieg aktiviert 
(JACOB et al. 2002; CHERNOVA et al. 2003). 
 
 
2.4 PHI-WERT-REGULATION DES PANSENEPITHELS 
Wie bereits erwähnt ist vergleichsweise wenig über die pHi-Wert-Regulation des 
Pansenepithels bekannt. Lediglich eine Studie (MÜLLER et al. 2000) befasst sich 
direkt mit der Aufklärung einiger an dieser Regulation beteiligten Mechanismen. 
Darüber hinaus konnten allerdings einige der angesprochenen Transportsysteme, 
die bei anderen epithelialen Zellen prinzipiell an der Regulation des pHi beteiligt sind, 
am isolierten Pansenepithel im Zusammenhang mit Transportstudien von Na+, Cl- 
und Mg2+ (GÄBEL et al. 1991, MARTENS et al. 1991, KRAMER et al. 1996, 
SCHWEIGEL u. MARTENS 2003) funktionell identifiziert werden. Inwieweit sie 




2.4.1 REAKTION AUF EINE INTRAZELLULÄRE ANSÄUERUNG 
2.4.1.1 Na+/H+-Austauscher 
MÜLLER et al. (2000) konnte an kultivierten Pansenepithelzellen nachweisen, dass 
effektive Schutzmechanismen gegen eine intrazelluläre Übersäuerung ausgebildet 
werden. In einem HCO3- -freien Medium scheint ein Na+/H+-Austauscher der 
wichtigste pHi-Wert-regulierende Transporter zu sein. Da Pansenepithelzellen in 
Kultur nicht polarisieren, ist eine Bestimmung der Lokalisation (apikal oder 
basolateral) und daher eine Aussage über die mögliche Isoform dieses Transporters 
nicht möglich. Aufgrund der pH-Sensitivität des ruminalen NHE (MÜLLER et al. 
2000) und der allgemeinen Bedeutung der Isoform NHE1 für die Regulation des pHi 
(siehe 2.3.1.1) wurde jedoch auf die Expression des basolateral lokalisierten NHE1 in 
den untersuchten Zellen geschlossen. Bestätigung dieser Annahme lieferten 
Untersuchungen am isolierten Pansenepithel, in denen ein basolateraler, amilorid-
sensitiver NHE nachgewiesen werden konnte (BUTTER 1997). 
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Allerdings existieren ebenfalls Hinweise auf einen apikal lokalisierten NHE im 
Pansenepithel, der am ruminalen Na+-Transport beteiligt zu sein scheint (CHIEN u. 
STEVENS 1972; MARTENS et al. 1991; GÄBEL et al. 1991). Da jedoch prinzipiell 
mehr als eine Isoform des NHE in einer Zelle exprimiert werden kann 
(KNICKELBEIN et al. 1990; BOOKSTEIN et al. 1994; NOÉL u. POUYSSÉGUR 
1995), können am Pansenepithel ebenfalls mehrere Isoformen parallel ausgebildet 
werden. Die vermutete Existenz eines NHE1 als pHi-Wert-regulierender Transporter 
muss daher noch verifiziert werden. 
 
 
2.4.1.2 Bikarbonat-importierende Transportsysteme 
Neben einem NHE exprimieren kultivierte Pansenepithelzellen auch einen HCO3--
importierenden Transporter. Dieser Transporter scheint in HCO3--haltigem Medium 
der dominante pHi-gegenregulierende Mechanismus nach einer intrazellulären 
Ansäuerung zu sein (MÜLLER et al. 2000). Allerdings wurde die Ionenabhängigkeit 
dieses Transporters nicht näher untersucht. Zieht man bekannte pHi-Wert-
Regulationsmechanismen anderer Epithelzellen vergleichend in Betracht, scheint die 
Existenz eines NBC und/oder NCBE am Wahrscheinlichsten (siehe 2.3.1.2). 
 
 
2.4.2 REAKTION AUF EINE INTRAZELLULÄRE ALKALISIERUNG 
Im allgemeinen verfügen Epithelzellen nicht nur über Schutzmechanismen gegen 
eine intrazelluläre Übersäuerung. Eine Alkalisierung des Zytosols wird ebenso 
effektiv kompensiert (siehe 2.3.2). So reagieren auch kultivierte Pansenepithelzellen 
auf eine intrazelluläre Alkalisierung mit einer Gegenregulation in Richtung Ausgangs-
pHi-Wert (MÜLLER et al. 2000). Die Mechanismen, die dieser Gegenregulation 
zugrunde liegen, sind allerdings bisher nicht näher charakterisiert. 
 
Andere epitheliale Zellen transportieren nach einer intrazellulären Alkalisierung 
HCO3- im Tausch gegen extrazelluläres Cl- aus der Zelle (siehe 2.3.2). Tatsächlich 
sind an der apikalen Seite des Pansenepithels bikarbonat-exportierende Transporter 
im Zusammenhang mit der Absorption von Cl- beschrieben worden. So belegen 
Fluxstudien an isolierten Pansenepithelien die Existenz eines 
Cl-/HCO3- -Austauschers (WÜRMLI et al. 1987; GÄBEL 1988; KRAMER et al. 1996). 
Zusätzlich konnte GÄBEL et al. (1991) eine stimulierende Wirkung eines erhöhten 
pCO2 auf den Cl- -Transport nachweisen. Dies weist auf eine erhöhte intrazelluläre 
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HCO3- -Produktion durch eine Karboanhydrase und folglich einen gesteigerten Export 
von HCO3- im Austausch gegen extrazelluläres Cl- hin. Auch reduzierte die Zugabe 
von Azetazolamid, des Hemmstoffs der Karboanhydrase, die Cl- -Absorption (CHIEN 
u. STEVENS 1972; EMANOVI

 1976). Dies ist mit einer verminderten, 
intrazellulären HCO3--Produktion und einer aus diesem Grund herabgesetzten 
Aktivität eines Cl-/HCO3- -Austauschers zu erklären. 
 
Gegen eine Beteiligung eines apikalen Anionen-Austauschers an der pHi-Wert-
Regulation des Pansenepithels spricht jedoch der geringe Cl- -Gehalt im Pansen. 
Unter physiologischen Bedingungen steht Cl- im Pansenlumen kaum zur Verfügung. 
Die intraruminale Cl- -Konzentration beträgt maximal etwa 1/5 derjenigen im Plasma 
(HOLTENIUS u. DAHLBORN 1990). Um eine effektive pHi-Wert-Regulation 
gewährleisten zu können, ist eine Lokalisation des an der pHi-Homöostase 
beteiligten Cl-/HCO3- -Austauschers an der basolateralen Membran zweckmäßiger, 
da Blut einen relativ konstanten Ionengehalt aufweist. So steht jederzeit 
extrazeluläres Cl- zum Export von Bikarbonat zur Verfügung. Faktisch sind alle an 
der pHi-Wert-Regulation beteiligten Transporter (NHE1, NBC, NCBE und AE2) 
basolateral lokalisiert. Ob das Pansenepithel über einen Cl-/HCO3- -Austauscher 
verfügt, der an der Regulation des pHi nach einer intrazellulären Alkalisierung 
beteiligt ist, muss daher genauer untersucht werden. 
 
 
2.5 BEDEUTUNG DER LITERATUR FÜR DIE EIGENE FRAGESTELLUNG 
Untersuchungen an epithelialen Zellen zeigen, dass effektive Schutzmechanismen 
gegen eine intrazelluläre Azidifizierung oder Alkalisierung ausgebildet werden. Zur 
Regulation des pHi werden dabei generell ein Na+/H+-Austauscher (NHE) und 
3 verschiedene HCO3--Transporter, ein Na+-HCO3--Kotransporter (NBC), ein Na+-
abhängiger Cl-/HCO3--Austauscher (NCBE) und/oder ein Na+-unabhängiger 
Cl-/HCO3--Austauscher (AE) exprimiert. Dabei ist festzustellen, dass unter den 
genannten Transportern bestimmte Isoformen (NHE1, NBC1, AE2) speziell zur 
Aufrechterhaltung eines konstanten pHi ausgebildet werden. Die genannten 
Transporter heben oder senken den pHi der Zellen abhängig vom Netto-Fluß der 
Basenäquivalente über die Zellmembran. 
 
Über die pHi-Wert-Regulation des Pansenepithels ist jedoch relativ wenig bekannt, 
obwohl aufgrund der physiologisch hohen Säurebelastung dieses Epithels 
hinsichtlich der pHi-Regulation besondere Anforderungen gestellt werden. Kultivierte 
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Pansenepithelzellen exprimieren einen NHE, dessen Isoform allerdings bisher nicht 
näher bestimmt wurde, und einen nicht näher charakterisierten HCO3--
importierenden Transporter (Müller et al. 2000). Zusätzlich konnte in dieser Studie 
gezeigt werden, dass die Pansenepithelzellen auf eine intrazelluläre Alkalisierung mit 
einer Gegenregulation des pHi reagieren, ohne jedoch die zugrundeliegenden 
Transportmechanismen näher zu definieren. 
 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Mechanismen der pHi-Wert-
Regulation des Pansenepithels näher zu untersuchen. Es sollte festgestellt werden, 
ob die Epithelzellen der Pansenwand die gleichen Säure/Base-Transporter 
exprimieren, die auch an anderen epithelialen Zellen an der Aufrechterhaltung des 
pHi beteiligt sind. 
 
Wegen der enormen Bedeutung einer effektiven Kompensation einer intrazellulären 
Säurebelastung sollte in einem weiteren Schritt das komplexe Zusammenspiel der 
charakterisierten, alkalisierenden Transporter untersucht werden. Dabei wurde 
zwischen einer moderaten und einer starken Übersäuerung des Zytosols 
unterschieden. 
 
Zusätzlich sollten erste Einblicke in die die funktionelle Organisation des 
mehrschichtigen Pansenepithels hinsichtlich der pHi-Regulation durch die 
Lokalisation eines der identifizierten Transporter direkt im Epithel erhalten werden. 
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3  MATERIAL UND METHODE 
3.1 TIERE 
Das Pansenepithel zur Isolierung von Pansenepithelzellen, zu molekularbiologischen 
Untersuchungen und zur Immunhistochemie wurde aus Merino-Schlachtschafen 
gewonnen, die im Institut für Lebensmittelhygiene der Veterinärmedizinischen 
Fakultät der Universität Leipzig geschlachtet wurden. Die adulten Tiere stammten 
aus dem Lehr- und Versuchsgut der Universität Leipzig in Oberholz und wurden 
spätestens eine Woche vor Versuchsbeginn im Veterinär-Physiologischen Institut 
aufgestallt. Die Tiere variierten bezüglich Alter, Geschlecht und Gewicht. 
 
3.2  GEWINNUNG DES PANSENEPITHELS 
Nach dem Betäuben und Entbluten der Schafe wurde sofort der gesamte 
Vormagentrakt entnommen. Der Bereich des Pansenvorhofes mit den optisch 
größten Zotten wurde reseziert und sofort in 2 l kalter 0,9%iger NaCl-Lösung 
gewaschen. Anschließend wurden Teile des Epithels für molekularbiologische 
Untersuchungen in flüssigem Stickstoff schockgefroren und für 
immunhistochemische Färbungen in Fixiermedium fixiert (siehe 3.7.2). Der Rest des 
entnommenen Epithels wurde in Quadrate von ca. 5 cm x 5 cm Länge geschnitten. 
Die Gewebestücke wurden in 250 ml Dulbecco`s phosphatgepufferter Lösung 
(DPBS), supplementiert mit 400000 U x ml-1 Penicillin und 400 mg x ml-1 
Streptomycin, gewaschen und in dieser Lösung eine Stunde bei 4°C inkubiert, um 
anhaftende Bakterien abzutöten. 
 
 
3.3 PRIMÄRKULTIVIERUNG VON PANSENEPITHELZELLEN 
3.3.1 ISOLIERUNG VON PANSENEPITHELZELLEN 
Die Isolierung der Pansenepithelzellen aus dem Zellverband der Pansenzotten 
erfolgte in Anlehnung an die Methode von GÁLFI et al (1981, 1993), die im Veterinär-
Physiologischen Institut der Universität Leipzig von MÜLLER et al. (2000) modifiziert 
wurde. 
Nach der einstündigen Inkubation in supplementierter DPBS bei 4°C wurden die 
Zotten der Pansenepithelstücke steril abpräpariert und zweimal in DPBS, 
suplementiert mit 100000 U x ml-1 Penicillin und 100 mg x ml-1 Streptomycin, 
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gewaschen. Die so gereinigten Zotten wurden anschließend in ein 
Trypsinierungsgefäß (Wheaton-33®, Fa. Wheaton) überführt und je nach 
Ausgangsmaterial ca. 100 ml Trypsinierungsmedium (siehe 9.1) zugegeben. Diese 
Mischung wurde bei 37°C und 5% CO 2 45 bis 60 min im Brutschrank mit mäßiger 
Geschwindigkeit gerührt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der flüssige 
Überstand (Zellsuspension) vorsichtig über eine sterile Mullkompresse in ein steriles 
Becherglas abgegossen. Der Trypsinierungsvorgang wurde mit den im 
Trypsinierungsgefäß verbliebenen angedauten Zotten ja nach Verhornungsgrad des 
Pansenepithels zwei bis drei mal wiederholt. 
 
Aus dem filtrierten, flüssigen Überstand wurden steril 20 µl Zellsuspension 
entnommen und mit 20µl Trypanblau (0,4%ig in 0,9%iger NaCl-Lösung) angefärbt. 
Anschließend wurden die angefärbten Zellen lichtmikroskopisch (Lichtmikroskop 
Televal® 31 der Fa. Carl Zeiss Jena GmbH) in einer Neubauer-Zählkammer 
hinsichtlich Morphologie und Vitalität beurteilt. Zum Anfertigen einer Primärkultur 
wurde die Zellfraktion ausgewählt, die überwiegend aus kleinen, runden Zellen 
bestand. Da die 1. und 2. Fraktion der Trypsinierung vornehmlich Hornschollen und 
spindelförmige Zellen enthielt, wurde sie meistens verworfen. Wies die ausgewählte 
Fraktion mindestens 70% lebende Zellen auf, wurde sie bei 200g und 4°C für 5 min 
zentrifugiert, um das Trypsinierungsmedium zu entfernen. Der verbliebene 
Bodensatz (Zellpellet) wurde in supplementiertem Medium 199 (M-199; siehe 10.1) 
resuspendiert. Durch nochmaliges Auszählen in der Neubauer-Zählkammer wurde 
die Zelldichte bestimmt und die Zellsuspension mit M-199 auf eine Zelldichte von 
3 - 6 x 105 x ml-1 eingestellt. 
 
3 ml dieser Zellsuspension wurde auf kollagenisierten Kulturschälchen (siehe 3.2.4) 
verbracht, die zur späteren, vereinfachten Entnahme jeweils 5 kollagenisierte 
Glasplättchen (Coverslips, Fa. Hecht Assistent) enthielten. Die Kultivierung erfolgte 
im Brutschrank (Heraeus Instruments GmbH) in humidifierter Atmosphäre (5% CO2) 
bei 37°C. Am 2. Tag der Kultivierung wurde das bisher als Kulturmedium verwendete 
M-199 durch MEM-Nährmedium (siehe 9.1) ersetzt und anschließend jeden 2. Tag 
über die Dauer der Kulturperiode gewechselt. Nach 10 - 14 Tagen bildete sich 
sowohl auf den Coverslips als auch im gesamten Kulturschälchen in der Regel ein 
geschlossener Zellrasen aus. In diesem Stadium wurden die Zellen entweder für 
immunhistochemische Untersuchungen fixiert oder zur Messung des intrazelluären 
pH-Wertes verwendet. 
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Zellen, die zu molekularbiologischen Untersuchungen angezüchtet wurden, wurden 
in 250 ml Zellkulturflaschen in gleicher Weise kultiviert und ebenfalls bei Ausbildung 
einer optisch geschlossenen Zelllage weiterverwendet.  
 
 
3.3.2 KRYOKONSERVIERUNG VON ZELLEN 
Überzählige Zellen, die nach der Isolierung aus dem Zellverband nicht sofort kultiviert 
wurden, wurden bis zur weiteren Verwendung mit dem Kryoprotektivum Dimetyl-
sulfoxit (DMSO) eingefroren. Dazu wurde im Anschluss an die Trypsinierung eine 
Zellsuspension mit ca. 5 x 106 Zellen/ml Nährmedium erstellt. Das verwendete 
Medium bestand aus 50% unsupplementiertem M-199, 40% fetalem Kälberserum 
(FKS) und 10% DMSO. Um ein langsames Abkühlen der Suspension um 1°C/min zu 
gewährleisten, wurde die Suspension in einem Styroporbehälter mit einer Wanddicke 
von 15 mm in einem Gefrierschrank bei –80°C gelagert. D as langsame Abkühlen 
verhindert eine Zerstörung der Zellen durch eine intrazelluläre Kristallbildung. Am 
folgenden Tag wurde der Styroporbehälter entfernt und die Zellen bis zur weiteren 
Verwendung bei –80°C aufbewahrt. 
 
 
3.3.3 AUFTAUEN DER KRYOKONSERVIERTEN PANSENEPITHELZELLEN 
Standen zur Messung des pHi-Wertes keine frischen Zellen zur Verfügung, wurden 
eingefrorene Zellen bei 37°C im Wasserbad schnell aufge taut und sofort 
weiterverarbeitet. Vor dem Öffnen der Kryoröhrchen wurden diese außen mit 
70%igem Alkohol desinfiziert und anschließend der Inhalt in ein steriles Becherglas 
gegeben. Zu der aufgetauten Zellsuspension wurde 10 ml supplementiertes M-199 
innerhalb von 2 min tropfenweise zugegeben, um ein zu schnelles Ausströmen des 
DMSO aus den Zellen und einen dadurch bedingten letalen osmotischen Schock der 
Zellen zu verhindern. Anschließend wurde durch Anfärben mit Trypanblau und 
Auszählen in einer Neubauer-Zählkammer (siehe 3.2.1) die Anzahl lebensfähiger 
Zellen bestimmt und durch Zugabe von supplementiertem M-199 die Zellsuspension 
auf eine Konzentration von ca. 2 x 106 Zellen/ml Medium eingestellt. 3 ml dieser 
Zellsuspension wurden auf kollagenisierte Kulturschälchen verbracht und wie unter 
3.2.1 beschrieben kultiviert. 
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3.3.4 KOLLAGENISIERUNG 
Um die Zellanheftung und das Wachstum der isolierten Pansenepithelzellen in den 
Zellkulturschalen zu verbessern, wurde die Oberflächeneigenschaft der Schalen 
durch Kollagenisierung verändert. 
 Die Zellkulturschalen wurden mit 5 sterilen Glasplättchen (Coverslips) bestückt, die 
nach Ende der Kulturperiode zur Messung des intrazellulären pH-Wertes verwendet 
wurden. Die Kulturschalen mit den darin befindlichen Coverslips wurden mit 10µg x 
cm-2 Kollagen beschichtet.  
 
Dazu wurde eine 0,01%ige Kollagenlösung hergestellt, indem 5 mg Kollagen in 50 ml 
0,1 M Essigsäure unter sterilen Bedingungen und unter ständigem Rühren 
(Magnetrührer) bei Raumtemperatur gelöst wurde. Je 1,5 ml dieser Kollagenlösung 
wurde in die Zellkulturschalen gegeben und diese über Nacht unter der Sterilbank bei 
Raumtemperatur getrocknet. Eventuelle überschüssige Flüssigkeit wurde am 
nächsten Tag abgesaugt (Vacuboy®; Tecnorama Deutschland GmbH). Die 
kollagenisierten Zellkulturschalen mit den Coverslips wurden entweder am nächsten 
Tag für den Ansatz einer Zellkultur genutzt oder bis zur weiteren Verwendung im 
Kühlschrank gelagert. 
 
Unmittelbar vor dem Ansatz einer Zellkultur wurde die kollagenbeschichtete 
Oberfläche der Schalen unter UV-Licht (Mobiler Desinfektionsstrahler UVC 30®; 
Heraeus Instruments GmbH) eine Stunde bei Raumtemperatur sterilisiert. 
 
 
3.4 MESSUNG DES INTRAZELLULÄREN PH-WERTES 
3.4.1 BELADUNG MIT BCECF 
Um die Veränderungen des pHi erfassen zu können, wurden die kultivierten 
Pansenepithelzellen mit dem membrangängigen Azetoxymethylester des pH-
sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes 2´,7´-bis-(Carboxyethyl)-5(6´)-Carboxyfluorescein 
(BCECF/AM) beladen. Zu diesem Zweck wurden die bewachsenen Coverslips nach 
Ablauf der Kultivierungsperiode, d.h. bei Ausbildung einer geschlossenen Zelllage, in 
spezielle, winklige Halterungen aus Plastik eingespannt und in der jeweiligen 
Versuchspufferlösung (siehe 3.4) durch kurzes Eintauchen gewaschen. Diese 
Halterung wurde in eine Präzisionsküvette aus optischem Spezialglas überführt, die 
1,5 ml der entsprechenden Versuchspufferlösung und BCECF/AM in einer 
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Konzentration von 10 µM enthielt. Anschließend erfolgte eine Inkubation unter 
Lichtausschluss über 35 min im Wasserbad bei 37°C. 
 
In dieser Zeit diffundiert der durch Veresterung lipophile Farbstoff BCECF/AM in die 
Zelle und wird intrazellulär durch zytoplasmatische Esterasen gespalten. Der so 
entstandene hydrophile, aktive Anteil des Farbstoffs (BCECF) ist somit intrazellulär 
„gefangen“ und kann die Zelle im Wesentlichen nur über eine beschädigte 
Plasmamembran verlassen. An Epithelzellen findet sich zusätzlich eine geringe 
Ausschleusung des Farbstoffes über unbekannte Transportmechanismen (Leakage). 
Durch die spätere Anregung des Farbstoffs mit 2 Wellenlängen ist die Messung des 
pHi allerdings von diesen Faktoren unabhängig (siehe 3.3.2). Somit erlaubt dieser 
Farbstoff neben der Erfassung des intrazellulären pH-Wertes zusätzlich eine 
Beurteilung der Vitalität der Pansenepithelzellen während der Messung, da die 
Umwandlung des Esters in den aktiven pH-Indikator nur in lebenden Zellen erfolgt. 
Darüber hinaus gibt die Stärke des aufgezeichneten Fluoreszenz-Signals Hinweise 
auf die Integrität der Plasmamembran. Ein starker Verlust von Farbstoff, der nur über 




3.4.2 ERFASSUNG DER FLUORESZENZ-SIGNALE 
Nach dem Beladen der Pansenepithelzellen mit BCECF wurde die Halterung mit dem 
eingespannten Coverslip aus der Inkubationslösung in eine weitere 
Präzisionsküvette überführt, die mit 1,5 ml einer frischen, farbstofffreien 
Versuchspufferlösung gefüllt war. Diese Küvette wurde in das Messfach eines 
computergesteuerten Lumineszenzspektrometers (LS 50B, Perkin-Elmer Ltd.) 
geklemmt. Durch den Anschluss des Messfachs an das 
Wasserbad/Umwälzthermostaten (Kompaktthermostat M 12B®; Lauda DR. R. 
Wobser GmbH & Co. KG) konnte die Versuchspufferlösung für die Dauer der 
Messung konstant auf 37°C gehalten werden. 
 
Um die als Fluoreszenz-Signale kodierten Veränderungen des intrazellulären pH-
Wertes aufzeichnen zu können, wurde der intrazellulär vorhandene Farbstoff in 
schnellem Wechsel mit Licht der Wellenlänge 495 nm und 440 nm angeregt. Die 
Exzitation mit zwei Wellenlängen verhindert Verfälschungen der Messergebnisse 
durch unterschiedliche Farbstoffbeladung und Fluoreszenzverluste durch 
Ausschleusung des Farbstoffes (Leakage) sowie durch Ausbleichung. Die Emission 
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wurde bei 530 nm aufgezeichnet. Automatisch wurde während der Messung das 
Verhältnis der beiden Anregungsmaxima 495 nm/440 nm (Fluoreszenz-Ratio) 
gebildet. Nach jedem Experiment wurde diese Ratio in pH-Werte konvertiert (siehe 
3.3.3). 
 
Da bei vorhergehenden Versuchen gezeigt werden konnte, dass die 
Eigenfluoreszenz von unbeladenen Pansenepithelzellen und Coverslips bei 495 nm 
und 440 nm nur 0,5% - 2% des Gesamtsignals beträgt (MÜLLER et al. 2000), wurde 




3.4.3 KALIBRIERUNG DES PH-WERTES 
Um aus der aufgezeichneten Fluoreszenz-Ratio den Verlauf des intrazellulären pH-
Wertes ermitteln zu können, erfolgte nach jeder einzelnen Messung die Kalibrierung 
der Ratio in den pH-Wert.  
 
Die Zellen wurden zu diesem Zweck K+-reichen (121,5 mM), Nigericin-haltigen 
(10 µM) Eichpufferlösungen (siehe 10.2) mit definierten pH-Werten ausgesetzt. 
Nigericin ist ein Ionophor, das einen Membranaustausch von K+ und H+ bewirkt, 
wodurch ein Gleichgewicht zwischen extrazellulärem K+ und intrazellulärem K+, bzw. 
zwischen extrazellulärem H+ und intrazellulärem H+ aufgestellt wurde. Durch den 
Ausgleich der Protonenkonzentration erfolgte eine Angleichung des intrazellulären 
pH-Wertes an den definierten pH-Wert der Eichpufferlösung, so dass der 
intrazelluläre pH-Wert dem extrazellulären entsprach. Zur Kalibrierung wurde nach 
jedem Versuch die jeweilige Versuchspufferlösung durch eine Eichpufferlösung mit 
einem pH-Wert von 7,8 ersetzt und die Fluoreszenz bis zur Einstellung eines stabilen 
Wertes aufgezeichnet. Sobald das Plateau erreicht war, wurde die Eichpufferlösung 
durch eine andere mit einem niedrigeren pH-Wert ersetzt und wiederum die 
Fluoreszenz bis zur Einstellung eines stabilen Wertes aufgezeichnet. Durch den 
Wechsel in Eichpufferlösungen jeweils niedriger pH-Werte, konnte mit Hilfe der 
FL WinLabTM-Software (Perkin-Elmer Ltd.) schließlich eine lineare Eichgerade erstellt 
werden. Anhand diese Eichgeraden wurde die aufgezeichnete Fluoreszenz-Ratio in 
den pH-Wert konvertiert. 
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3.5  VERSUCHSANSÄTZE 
Zur funktionellen Charakterisierung der der pHi-Wert-Regulation zugrundeliegenden 
Mechanismen wurde das Zytosol der kultivierten Pansenepithelzellen durch 
Überführung in verschiedene Pufferlösungen angesäuert bzw. alkalisiert. Die genaue 
Zusammensetzung der verwendeten Pufferlösungen ist im Anhang 10.2 dargestellt. 
 
Ansäuerung des Zytosols 
 
Das Zytosol der kultivierten Pansenepithelzellen wurde entweder mit CO2 nach 
MÜLLER et al. (2000) oder durch eine Kombination aus CO2 und einem NH4/NH3-
Präpuls angesäuert. 
 
Die CO2-induzierte Ansäuerung (Abb. 1) erfolgte durch den Wechsel aus einer 
HEPES-gepufferten Lösung (Lösung 2) in eine CO2-begaste, HCO3--gepufferte 
Lösung (Lösung 1). Aufgrund des Konzentrationsunterschiedes kommt es zu einem 
Einstrom des membrangängigen CO2 in die Zelle. Intrazellulär wird das 
aufgenommene CO2 über eine Karboanhydrase zu H2CO3 hydriert, das in HCO3--
Ionen und freie H+-Ionen zerfällt. Die freien Protonen führen zu einem schnellen 















Abb. 1:  Verlauf des pHi nach einer CO2-induzierten 
intrazellulären Ansäuerung 
   (Mittelwerte mit SEM; n = 6; N = 3) 
Zeit (s)
























Abb. 2:  Verlauf des pHi nach einer kombinierten Ansäuerung durch 
CO2 und NH4+/NH3.  




Bei einem NH4+/NH3-Präpuls (Abb. 2) kommt es nach dem Wechsel aus einer 
HEPES-gepufferten Lösung (Lösung 2) in eine NH4+/NH3-haltige Lösung (Lösung 3) 
aufgrund des Konzentrationsgradienten zu einem schnellen Einstrom der lipohilen 
Base NH3 in die Zelle. Dadurch werden intrazellulär freie H+-Ionen gebunden in 
dessen Folge der pHi ansteigt. Auf diesen raschen pHi-Anstieg folgt ein Abfall des 
pHi in Richtung Ausgangswert. Die Mechanismen dieser Azidifizierung sind 
gegenwärtig jedoch nicht charakterisiert. Durch den erneuten Wechsel in eine 
NH4+/NH3-freie, CO2/HCO3- -gepufferte Lösung wird schließlich ein starker pHi-Abfall 
induziert. Diese starke Ansäuerung wird durch eine schnelle Diffusion des NH3 aus 
der Zelle verursacht, wodurch freie H+-Ionen intrazellulär zurückbleiben. Zusätzlich 
verstärken die Mechanismen der CO2-bedingten Ansäuerung diesen Prozess, was in 
einer starken intrazellulären Azidifizierung resultiert. 
 
Alkalisierung des Zytosols 
 
In einem anderen Versuchsansatz wurden die Zellen durch den Wechsel aus einer 
CO2-haltigen, HCO3- -gepufferten Lösung (Lösung 1) in eine HEPES-gepufferte 
Lösung (Lösung 2) alkalisiert (Abb. 3). Es wird angenommen, dass das lipophile CO2 
Zeit (s)










-HEPES 20 mM NH4Cl
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aufgrund des hervorgerufenen Konzentrationsunterschiedes aus der Zelle 
herausdiffundiert. Dadurch verschiebt sich das Karboanhydrase-Gleichgewicht 
(CO2 + H2O   H2CO3   H+ + HCO3-) zugunsten des CO2 und freie Protonen werden 
















Abb. 3:  Verlauf des pHi nach einer CO2-induzierten 
intrazellulären Alkalisierung  
   (Mittelwerte mit SEM; n = 6; N = 3) 
 
 
Herstellen der Pufferlösungen und Verwendung der Hemmstoffe 
 
Die zur Herstellung der Pufferlösungen benötigten Chemikalien wurden einen Tag 
vor Beginn der pH-Wert-Messungen an einer elektronischen Präzisionswage (AB 
204, Mettler-Toledo AG) nach Vorschrift (siehe 10.2) abgewogen. Anschließend 
wurden die Chemikalien in Aqua bidest. gelöst. Die Osmolalität der Lösung wurde mit 
einem automatischen Halbmikroosmometer (Fa. Knauer) bestimmt und mit Mannitol 
auf einen Endwert von 285 ± 5 mosmol x kg-1 eingestellt. Die Einstellung des pH-
Wertes der Lösungen auf 7,35 erfolgte bei 37°C unter 100%iger O2-Begasung bei 
bikarbonatfreien Pufferlösungen, bzw. bei 37°C unter B egasung mit Carbogen (95% 
O2/5% CO2) in bikarbonathaltigen Pufferlösungen. 
Zeit (s)









 Material und Methoden   30
Zur Charakterisierung der Bikarbonat-Transportwege wurden verschiedene 
Hemmstoffe verwendet. Zur Hemmung der HCO3- -Transporter wurde das 
Stilbenderivat 4,4´-Hydroxydiisothiocyanatostilben-2,2´-Disulfonsäure (H2DIDS) 
eingesetzt. Die Hemmung des bereits an Pansenepithelzellen nachgewiesenen NHE 
wurde durch 5-(N-Ethyl-N-Isopropyl)-Amilorid (EIPA) erreicht. 
 




3.5.1 FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG EINES HCO3- -IMPORTIERENDEN 
TRANSPORTERS 
Um den Bikarbonat-Import an kultivierten Pansenepithelzellen näher zu 
charakterisieren, wurden Zellen modifiziert nach MÜLLER et al. (2000) mit CO2 
angesäuert.  
 
Zur Bestimmung der Aktivität eines Bikarbonat-Transporters wurden den Lösungen 
500 µM H2DIDS zugegeben. Die Bestimmung der Ionenabhängigkeit erfolgte durch 
äquimolare Substitution von Na+ durch N-Methyl-D-Glucamin (NMDG+; Lösung 4) 
bzw. durch äquimolare Substitution von Cl- durch Gluconsäure (Lösung 5). Der Cl- -
freien Lösung wurde in einem weiteren Versuchsansatz 30 µM EIPA zur Hemmung 
des NHE zugegeben.  
 
Die zeitlichen Abläufe sind in Tab. 1 dargestellt. 
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Zeit [min] Pufferlösung Hemmstoff 
-35 - 0 HEPES-gepuffert 
+10 µM BCECF  
0 - 3 HEPES-gepuffert 500 µM H2DIDS 
3 - 18 CO2/HCO3--haltig 500 µM H2DIDS 
 
Zeit [min] Pufferlösung Hemmstoff 
-35 - 0 HEPES-gepuffert 
+10 µM BCECF  
0 - 3 HEPES-gepuffert  
3 - 18 Na-frei CO2/HCO3--haltig  
 
Zeit [min] Pufferlösung Hemmstoff 
-35 - 0 Cl
-
-frei HEPES-gepuffert 
+10 µM BCECF  
0 - 3 Cl--frei HEPES-gepuffert 30 µM EIPA 
3 - 18 Cl--frei CO2/HCO3--haltig 30 µM EIPA 
 
 
Tab. 1: Versuchsplan zu 3.4.1 
Oben: Nachweis eines HCO3- -Transporters 
Mitte: Bestimmung der Abhängigkeit von extrazellulärem Na+ 
Unten: Bestimmung der Abhängigkeit von intrazellulärem Cl- 
 Material und Methoden   32




Um einen Bikarbonat-Export an kultivierten Pansenepithelzellen nachzuweisen, 
wurde das Zytosol der Zellen durch den Wechsel aus einer CO2-begasten, HCO3- -
gepufferten Lösung in eine HEPES-gepufferte Lösung alkalisiert. 
 
Die Beteiligung eines HCO3- -Transporters wurde durch Zugabe von jeweils 500 µM 
oder 800 µM H2DIDS überprüft. 
 
 
Zeit [min] Pufferlösung Hemmstoff 
-35 - 0 CO2/HCO3
-
-haltig 
+10 µM BCECF  
0 - 3 CO2/HCO3--haltig 500 µM H2DIDS oder 800 µM H2DIDS 
3 - 18 HEPES-gepuffert 500 µM H2DIDS oder 800 µM H2DIDS 
 
Zeit [min] Pufferlösung Hemmstoff 
-35 - 0 CO2/HCO3
-
-haltig 
+10 µM BCECF  
0 - 3 CO2/HCO3--haltig  







Tab. 2:  Versuchsplan zu 3.4.2 (Funktionelle Charakterisierung) 
Oben: Nachweis eines HCO3- -Transporters 
Unten: Bestimmung der Abhängigkeit von extrazellulärem Na+ 
oder Cl- 
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Zur Bestimmung der Ionenabhängigkeit des Transporters wurde Na+ äquimolar durch 
NMDG+ (Lösung 6) ausgetauscht. Zur Bestimmung der Abhängigkeit von 
extrazellulärem Cl- wurde dieses Ion äquimolar durch Gluconsäure substituiert 
(Lösung 7).  
 
Der chronologische Verlauf der Versuche ist in Tab. 2 dargestellt. 
 
 
Umkehrung der Transportrichtung 
 
Um die Transportrichtung des Transporters umzukehren, wurde das Zytosol der 
Zellen zunächst mit CO2 angesäuert, worauf eine Regulation des pHi durch 
alkalisierende Transporter erfolgte. Nach abgeschlossener Gegenregulation wurde 
extrazelluläres Cl- durch den Wechsel aus der CO2-begasten, HCO3- -gepufferten 
Lösung in eine Cl- -freie, CO2-begaste HCO3- -haltige Lösung (Lösung 5) entfernt. 
Der alleinige Ersatz von Cl- in der Pufferlösung ohne sonstige Veränderung der 
Zusammensetzung führte ausschließlich zur Umkehrung des Cl--Gradienten ohne 
jedoch das HCO3--Gefälle zwischen Extra- und Intrazellulärraum zu verändern.  
 
In einem weiteren Versuchsansatz erfolgte die Umkehrung des Transports durch den 
Wechsel aus einer HEPES-gepufferten Lösung (Lösung 2) in eine NaCl-freie, HCO3--
gepufferte Lösung (Lösung 8). Dies kehrt wie beschrieben die Gradienten für Cl- und 
für HCO3- um und ermöglicht es zusätzlich, den Beitrag Na+-abhängiger, 
alkalisierender Transporter (NHE und NBC) an der pHi-Gegenregulation 
auszuschließen. Zu diesem Ansatz wurde zusätzlich 800 µM H2DIDS zum Nachweis 
eines HCO3- -Transporters zugegeben. 
 
Die zeitlichen Abläufe sind in Tab. 3 dargestellt. 
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Zeit [min] Pufferlösung Hemmstoff 
-35 - 0 HEPES-gepuffert 
+10 µM BCECF  
0 - 3 HEPES-gepuffert  
3 - 17 CO2/HCO3--haltig  
17 - 25 Cl--frei CO2/HCO3--haltig  
 
Zeit [min] Pufferlösung Hemmstoff 
-35 - 0 HEPES-gepuffert 
+10 µM BCECF  
0 - 3 HEPES-gepuffert  
3 - 18 NaCl
-
-frei CO2/HCO3--
haltig 800 µM H2DIDS 
 
 
Tab. 3:  Versuchsplan zu 3.4.2 (Umkehrung der Transportrichtung) 
Umkehrung der Transportrichtung eines Cl-/HCO3- -Austauschers 
Oben: durch Entfernen von extrazellulärem Cl- 
Unten: durch Änderung der Gradienten für Cl- und HCO3- 
 
 
3.5.3 REGULATION DES PHI NACH EINER MODERATEN INTRAZELLULÄREN 
ANSÄUERUNG 
Um die Beteiligung der beiden ruminalen, alkalisierenden Transporter (NHE und 
HCO3- -importierender Transporter) an der Regulation des pHi nach einer moderaten 
Ansäuerung näher zu bestimmen, wurden die Zellen mit CO2 angesäuert. 
 
Der Beitrag des HCO3--abhängigen Transporters an der auf die Ansäuerung 
folgenden pHi-Gegenregulation konnte aus den Hemmstoffversuchen zur 
Charakterisierung dieses Transporters bereits abgeleitet werden. Er musste daher 
nicht neu bestimmt werden (siehe 3.4.1). Um den Anteil an der Gegenregulation des 
pHi zu bestimmen, der von dem NHE getragen wird, wurden 30 µM EIPA zur 
Hemmung des Austauschers eingesetzt. 
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Der chronologische Ablauf ist in Tab. 4 dargestellt. 
 
Zeit [min] Pufferlösung Hemmstoff 
-35 - 0 HEPES-gepuffert 
+10 µM BCECF  
0 - 3 HEPES-gepuffert 30 µM EIPA 
3 - 18 CO2/HCO3--haltig 30 µM EIPA 
 
 
Tab.4:  Versuchsplan zu 3.4.3 
 
 
3.5.4 REGULATION DES PHI NACH EINER STARKEN INTRAZELLULÄREN 
ANSÄUERUNG 
Um die Beiträge der an Pansenepithelzellen identifizierten, alkalisierenden 
Transporter zur pHi-Gegenregulation nach einer starken intrazellulären 
Übersäuerung zu bestimmen, wurde der pHi der kultivierten Zellen durch eine 
Kombination aus dem NH4+/NH3-Präpuls und einer Ansäuerung mit CO2 abgesenkt. 
 
Anschließend wurde der Effekt von 30 µM EIPA, 500 µM H2DIDS oder einer 
Kombination beider Hemmstoffe auf die Stärke der Gegenregulation untersucht. 
 
Der Versuchsablauf ist in Tab. 5 dargestellt. 
 
Zeit [min] Pufferlösung Hemmstoff 
-35 - 0 HEPES-gepuffert 
+10 µM BCECF  
0 - 3 HEPES-gepuffert  
3 - 10 NH4+/NH3-haltig  30 µM EIPA und/oder 500 µM H2DIDS 
10 - 18 CO2/HCO3--haltig  30 µM EIPA und/oder 500 µM H2DIDS 
 
 
Tab. 5:  Versuchsplan zu 3.4.4 
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3.6 STATISTISCHE AUSWERTUNG 
Die Ergebnisse der pHi-Messungen werden als Mittelwerte der Einzelwerte ± dem 
Standardfehler der Mittelwerte (SEM) angegeben. Unterschiede zwischen den 
Mittelwerten der entsprechenden Versuche wurden zur Ermittlung der Signifikanz mit 
Hilfe eines gepaarten Zweistichproben-t-Test (Vorher-Nachher-Vergleich innerhalb 
einer normalverteilten Gruppe) oder eines ungepaarten Zweistichproben-t-Test 
(Vergleich zweier normalverteilter Gruppen) verglichen. Die Ermittlung signifikanter 
Unterschiede zwischen nicht normalverteilten Mittelwerten erfolgte mit Hilfe des 
Mann-Whitney-Rangsummentests. Für die statistischen Berechnungen wurde das 
Computerprogramm SigmaStat 2.0 (SPSS Science, USA) verwendet. 
 
Die Signifikanz der statistischen Analyse wird durch die Irrtumswahrscheinlichkeit p 
ausgedrückt, wobei zwischen p < 0,05 für signifikant und p < 0,01 für hochsignifikant 
unterschieden wird. Die Anzahl der Stichproben wird mit n, die Anzahl der für die 
entsprechende Versuchsserie verwendeten Schafe mit N aufgeführt. Veränderungen 
des pHi werden als 
  pHi angegeben. 
  pHi/3min gibt z.B. die Stärke der 
Gegenregulation 3 min nach der Ansäuerung bzw. Alkalisierung an.  
 
 
3.7  MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 
3.7.1 ISOLIERUNG VON RNA AUS ZELLEN UND GEWEBE 
Die Gewinnung der Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen und Gewebe erfolgte mit 
dem QuickPrepTM Total RNA Extraction Kit der Firma Amersham Pharmacia Biotech 
Europe GmbH (Deutschland). 
 
Zur Isolierung der RNA aus frischem Gewebe wurden direkt nach der Entnahme des 
Vormagentraktes aus dem frisch geschlachteten Schaf die Pansenwand mit NaCl-
Lösung (0,9%; auf 4°C gekühlt) gewaschen. Anschließend wu rden die Pansenzotten 
mit einer sterilen Schere abgeschnitten. Die abgetrennten Zotten wurden in vorher 
gewogene Eppendorf-Cups überführt und zur Konservierung sofort in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei 
–80°C aufbewahrt. 
 
Für die Isolierung von RNA aus den kultivierten Pansenepithelzellen wurden die 
Zellen nach Entfernung des Nährmediums durch Zugabe von 30 ml DPBS in der 
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Kulturflasche gewaschen. Anschließend wurde der größte Teil des DPBS sorgfältig 
abgesaugt und die Zellen mittels eines Zellkulturschabers vom Flaschenboden 
gelöst. Diese Zellsuspension wurde vorsichtig in ebenfalls vorher gewogene 
Eppendorf-Cups überführt und 2 min bei 200g zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Zellpellet sofort weiterverarbeitet. 
 
Unmittelbar vor der RNA-Isolierung wurden die schockgefrorenen Pansenzotten bzw. 
das Zellpellet aus kultivierten Zellen in den Cups gewogen und das Gewicht der 
Probe aus der Differenz zum Gewicht des leeren Cups ermittelt. Anschließend 
wurden die Proben in einem auf –20°C vorgekühlten Mör ser unter ständiger Zugabe 
von flüssigem Stickstoff pulverisiert.  
 
In einem konischen Glashomogenisator (Wheaton, USA) wurde das pulverisierte 
Gewebe bzw. die pulverisierten kultivierten Zellen mit je 225 µl Extraktionspuffer und 
4,5 µl  -Mercaptoethanol pro 75 – 100 mg Probe homogenisiert. Daraufhin wurde 
dem Gemisch je 75 – 100 mg Probengewicht 525 µl LiCl zugegeben und der 
Homogenisierungsprozess bis zum Vorliegen einer wasserähnlichen Viskosität 
fortgeführt. Diesem Homogenisat wurde je 75 – 100 mg Probengewicht 750 µl 
Cäsiumtrifluoroazetat zugegeben und der Ansatz anschließend auf einem Vortex-
Rührer kräftig gemischt. Diese Mischung wurde auf 2 ml Tubes verteilt und 10 min 
auf Eis inkubiert. Nach dieser Inkubationsperiode erfolgte eine 15-minütige 
Zentrifugation bei 4°C und 13200 rpm. Der Überstand,  bestehend aus Protein und 
DNA, wurde mit einer sterilen Pasteurpipette unter Vakuum vollständig abgesaugt. 
Um Protein- und DNA-Reste gänzlich aus den in den Tubes verbliebenen RNA-
Pellets zu entfernen, wurde pro Tube ein Gemisch aus 113 µl Extraktionspuffer, 
263 µl LiCl und 375 µl Cäsiumtrifluoroazetat zugegeben. Nach Mischen des 
Ansatzes auf dem Vortex wurde erneut bei 4°C und 13200  rpm für 5 min zentrifugiert 
und die Überstände mit einer sterilen Pasteurpipette unter Vakuum vollständig 
entfernt.  
 
Anschließend wurden die RNA-Pellets nochmals durch Zugabe von 1,5 ml 70%igem 
Ethanol gewaschen und bei 4°C und 13200 rpm 5 min zent rifugiert. Nach der letzten 
Zentrifugation wurden die Überstände verworfen und die RNA-Pellets 1 min bei 37°C 
im Heizblock getrocknet. Die Pellets wurden anschließend in je 500 µl Aqua bidest. 
gelöst. Nach Bestimmung der optischen Dichte (siehe 3.6.5.1) wurde 1 µl der 
gelösten RNA zur Kontrolle der Integrität der isolierten RNA auf ein analytisches 
Agarosegel aufgetragen (siehe 3.6.4.1). 
 Material und Methoden   38
3.7.2 GEWINNUNG VON POLY(A+)-RNA 
Die Isolierung von Poly(A+)-RNA aus der Gesamt-RNA wurde mit dem Oligotex 
mRNA Midi Kit (Quiagen GmbH, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers 
durchgeführt. 
 
Nach Bestimmung der Konzentration der isolierten Gesamt-RNA (siehe 3.6.5.1) 
wurde eine Ethanolpräzipitation durchgeführt (siehe 3.6.5.2) und die gefällte RNA in 
500 µl Aqua bidest. resuspendiert. Diese Lösung wurden mit 500 µl OBB-Puffer und 
einer auf 37°C erwärmten Oligotex-Suspension versetzt. D abei richtete sich die 
Menge der zuzugebenden Oligotex-Suspension nach der Menge der eingesetzten 
Gesamt-RNA: bei einer Ausgangskonzentration von 0,5 mg bis 0,75 mg wurden 45 µl 
Oligotex-Suspension zugegeben; bei einer Ausgangsmenge von 0,75 mg bis 1 mg 
waren es 55 µl Suspension. Der Ansatz wurde sofort gemischt und zunächst 3 min 
bei 70°C in einem Blockthermostat inkubiert, um Sekundär strukturen der RNA zu 
zerstören. Es folgte eine 10-minütige Inkubation bei Raumtemperatur. Dies 
ermöglicht die Bindung der Poly(A)+-RNA mit ihrem charakteristischen 
polyadenylierten 5`-Ende an in der Suspension enthaltenen dT30Oligotex Partikel. 
Um den Oligotex/ Poly(A)+-RNA-Komplex von der nicht gebundenen RNA zu 
trennen, wurde der Ansatz anschließend 2 min bei 13200 rpm zentrifugiert, und der 
Überstand verworfen. Das zurückbleibende Pellet wurde in 400 µl OW2-Puffer unter 
Verwendung eines Vortex-Rührers resuspendiert und auf eine Säule in einem 1,5 ml 
Eppendorf Cup aufgetragen. Diese Säule filterte die Oligotex-Partikel während der 
anschließenden 1-minütigen Zentrifugation bei 13200 rpm aus der Lösung. Dieser 
Vorgang wurde mit 400 µl OW2-Puffer in einem frische Eppendorf-Cup wiederholt. 
Nach der zweiten Zentrifugation wurde die Säule wieder in ein frisches Eppendorf-
Cup überführt, und 25 µl erwärmter OEB-Puffer (70°C ) aufgetragen. Durch 3- bis 
4 -maliges Auf- und Abpipettieren wurden die Oligotex-Partikel von der Säule gelöst. 
Durch eine nachfolgende 1-minütige Zentrifugation bei 13200 rpm wurde die eluierte 
Poly(A+)-RNA durch die Säule in das Cup überführt. Dieser Vorgang wurde mit 
weiteren 25 µl OEB-Puffer (70°C) wiederholt. Die Sä ule wurde verworfen und die 
Reinheit der im Eluat vorhanden Poly(A+)-RNA durch Bestimmung der optischen 
Dichte (3.6.5.1) überprüft. 
 
Bis zur weiteren Nutzung wurde die Poly(A+)-RNA bei –80°C gelagert. 
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3.7.3 (TWO-STEP)-RT-PCR 
3.7.3.1 cDNA-Synthese 
Die Synthese einer einsträngigen cDNA aus der isolierten Poly(A)+-RNA, die als 
Template in der PCR eingesetzt wurde, erfolgte mit Hilfe des 1st Strand cDNA 
Synthesis Kit (Roche). 
 
Für die Erst-Strang-Synthese wurden 2 µl 10x Reaktionspuffer, 4 µl MgCl2 (25 mM), 
2 µl Oligo-p(dT)15 Primer (0,8 µg/ml), 2 µl Deoxynucleotid-Mix (je 10 mM), 1 µl 
Rnase-Inhibitor (50 U/µl), 0,8 µl AMV Reverse Transkriptase (  25 U/µl) und 100 ng 
der gewonnenen Poly(A+)-RNA gemischt. Dieser Ansatz wurde mit sterilem DEPC 
aus dem Kit auf ein Gesamtvolumen von 20 µl aufgefüllt. In einem Peltier Thermal 
Cycler PTC-200 (Biozym Diagnostik GmbH) wurde die cDNA-Synthese anschließend 
nach folgendem Protokoll durchgeführt: 10 min bei 25°C , 60 min bei 42°C, 5 min bei 
90°C, 5 min bei 4°C. Die so synthetisierte cDNA wurde bi s zur weiteren Verwendung 
bei –20°C gelagert. 
 
 
3.7.3.2 Reverse Transkriptase-Poymerase Kettenreaktion (RT-PCR) 
Um die mRNA-Sequenz der gesuchten Transporter in der isolierten mRNA 
nachzuweisen, wurde mit der aus der mRNA hergestellten cDNA eine RT-PCR mit 
Hilfe des DyNAzymeTM II DNA Polymerase Kit (Finnzymes, Finnland) durchgeführt.  
 
Pro RT-PCR wurden 5 µl 10x-Puffer, 1µl Gelatine (0,05%), 3 µl der jeweiligen Erst-
Strang-cDNA (siehe 3.6.3.1), 1 µl dNTP-Mix (je 10 µM), jeweils 1 µl der beiden 
Primer („foreward- und reverse-Primer“, je 10 pmol/µl) und 0,5 µl Enzym eingesetzt. 
Dieser Ansatz wurde mit Aqua bidest. auf ein Gesamtvolumen von 50 µl aufgefüllt 
und in einem Peltier Thermal Cycler PTC-200 (Biozym Diagnostik GmbH) inkubiert. 
Mit Ausnahme des NBC1 wurde für alle untersuchten Transporter das folgende 
Protokoll verwendet: 
 
Denaturierung:  (1 min; 95°C) 
30 Zyklen:  Denaturierung (15 sec; 95°C) 
Annealing  (30 sec; Primer-spezifische Bindungstemperatur) 
Elongation: (1 min; 72°C) 
Finale Elongation: (4 min; 72°C) 
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Die RT-PCR zur Detektion einer NBC1-kodierenden mRNA wurde unter Verwendung 
der gleichen Einstellungen über 35 Zyklen durchgeführt. 
 
Nach Beendigung der Polymerasekettenreaktion wurde 5µl des Ansatzes 
gelelektrophoretisch analysiert (siehe 3.6.4.1). 
 
 
3.7.3.3 Konstruktion der Primer  
Die in der PCR verwendeten Primer-Paare wurden mit Hilfe des 
Computerprogramms „Primer Select“ der Firma DNASTAR Ltd. konstruiert und bei 
MWG Biotech hergestellt. 
Grundsätzlich wurde bei der Konstruktion der Primer darauf geachtet, dass ein 
Primer aus 18 bis 24 Nucleotiden besteht, um eine hohe Hybridisierungstemperatur 
und eine ausreichende Spezifität gewährleisten zu können. Außerdem sollte der GC-
Gehalt ca. 50% betragen. Die jeweiligen Primer-Paare wurden zusätzlich so gewählt, 
dass die Sequenzen an ihren 3´-Enden weder inter- noch intramolekular 
komplementär sind, um die Bildung von Primerdimeren zu verhindern.  
 
Die jeweils verwendeten Primerpaare und ihre Bindungstemperatur sind in Tab. 6 
aufgelistet. Die Annealing-Temperatur wurde von dem Computerprogramm 
errechnet. 
 
Transporter Primerpaar Bindungs-temperatur 
NBC  F 2506ATGGCCCTTCCTGGTATGTGG 
 R 2838CGGGACGTGGCGCAGGTAGAT 59°C 
NBC 1  F 152TCTTGGGGGAGGAGGATGAC 
 R 540CAGGGAGCGAAGGTTGGATTT 59°C 
NHE 1  F 3GGCCAACATCTCCCACAAGTC 
 R 266CCCCCGTAGGCAATGATGA 58°C 
NHE 2  F 1298TGTGGCGAGCCCTGGGTGTTTTTG 
 R 2195GTCCCGGCATCTGCGTCTGAGTCG 59°C 
NHE 3  F 65GTGTACAGGGCCATAGGGGTCATC 
 R 349CTTGGGGTCTCGCTGTTCACTTCT 59°C 
AE 2  F 174GCGCTTCGTCTCCCGTTTCA 
 R 373CGTTCCTTGGCCCCAGTGTG 60°C 
 
Tab. 6: Verwendete Primerpaare und ihre Annealing-Temperatur 
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3.7.3.4 Sequenzierungsreaktion 
Die Sequenzierung wurde nach Vorschrift des ABI PRISMTM Dye Terminator Cycle 
Sequencing Ready Reaction Kit durchgeführt. 
 
Nach Fällung und Isolierung der PCR-Fragmente aus einem präparativen Agarosegel 
(siehe 3.6.4.2) wurde ein analytisches Agarosegel mit 1 µl der eluierten DNA 
angesetzt (siehe 3.6.4.1), um die vorhandene DNA-Menge zu ermitteln. Pro 
Sequenzierungs-Reaktion wurden daraufhin ca. 45 ng des PCR-Produktes, 100 ng 
des gewünschten Primers und 4 µl Terminator Ready Reaction Mix eingesetzt und 
mit Aqua bidest. auf 20 µl aufgefüllt. Der Terminator Ready Reaction Mix enthält die 
für die Reaktion notwendigen Puffer, die fluoreszenz-markierten und -unmarkierten 
dNTPs und die Polymerase. 
 
Im Cycler (PTC-200; Biozym Diagnostik GmbH) wurde dieser Ansatz zunächst 2 min 
bei 96°C inkubiert, um die im Ansatz enthaltene DNA zu denaturieren. Es folgten 25 
Zyklen mit jeweils einer Denaturierung bei 96°C über 1 5 sec, einem Primer-
Annealing bei 50°C für 15 sec und einer Elongation be i 60°C für 4 min. Nach Ablauf 
des letzten Zyklus wurde die Probe sofort auf 4°C gekühlt.  
 
Anschließend wurde die Probe mit 2 µl 3M Natriumacetat und 50 µl Ethanol absol. in 
einem vorbereiteten Eppendorf-Cup auf einem Vortex gemischt und der Ansatz 15 
min unter Lichtausschluss auf Eis inkubiert. Nach einer anschließenden 30-minütigen 
Zentrifugation bei 13200 rpm und 18°C wurde der Übe rstand verworfen und 200 µl 
auf 4°C vorgekühltes Ethanol (70%) vorsichtig über die Wa nd des Eppendorf-Cup 
zupipettiert. Nach einer 1-minütigen Inkubation auf Eis wurde der Überstand 
sorgfältig abgenommen und das verbleibende Pellet in einem Blockthermostat bei 
37°C eine Minute getrocknet und bis zum Gellauf bei –20 °C unter Lichtausschluss 
gelagert. 
 
Das Auftragen der Probe auf ein Acrylamid-Gel zur Analyse in einem ABI PRISM 377 
DNA Sequenzer (Perkin Elmer) erfolgte im Interdisziplinären Zentrum für Klinische 
Forschung der Universität Leipzig. 
 
Die Sequenzierung wurde generell für alle untersuchten Transporter sowohl mit dem 
vorwärtsgerichteten als auch mit dem rückwärtslaufenden Primer durchgeführt. 
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3.7.4 GELELEKTROPHORETISCHE METHODEN 
3.7.4.1 Analytische Agarosegele 
Zur Detektion und Analyse wurde die isolierte Gesamt-RNA bzw. die PCR-Produkte 
in einem ethidiumbromidhaltigen, 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. 
 
Zur Erstellung des Gels wurde 1 g Agarose in 100 ml 0,5 x TBE-Puffer und 4 µg/ml 
Ethidiumbromid auf einer Heizplatte gelöst. Die verflüssigte Agarose wurde auf 50°C 
abgekühlt und in einen mit einem Kamm präparierten Gelschlitten gegossen. Der 
Kamm wurde nach dem Erkalten des Gels entfernt, so dass kleine Geltaschen 
entstanden, die zur Auftragung der zu analysierenden Proben auf das Gel dienten. 
Das erkaltete Gel wurde auf dem Gelschlitten in die mit 0,5 x TBE-Puffer gefüllte 
Elektrophoresekammer gegeben, so dass das Gel vollständig von dem Laufpuffer 
bedeckt wurde. In die jeweilige Geltasche wurde anschließend die zu analysierende 
Probe und in einer weiteren Geltasche ein Molekulargewichtsmarker gefüllt. Damit 
die Probe nicht aus den Taschen herausdiffundieren konnte, wurde sie zuvor mit 1 µl 
Probenpuffer (bestehend aus Glycerin und Bromphenolblau) versetzt. Die 
Elektrophorese wurde bei 16 V/cm Gel über 35 – 45 min durchgeführt. Als 
Molekulargewichtsmarker diente die mit HindIII und EcoRI geschnittene DNA des 
Bakteriophagen 8 (Roche) oder eine 100-Basenpaarleiter (Roche). 
 
Nach Abschluss der Gelelektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht (BioDoc 




3.7.4.2 Präparative Agarosegele 
Um das PCR-Produkt sequenzieren zu können, mussten zuvor eventuell 
entstandene unspezifische PCR-Produkte, Primer-Reste, freie Nucleotide und 
Proteine (z.B. Polymerase und Proteine aus dem Enzymlagerpuffer) entfernt werden. 
Dazu wurde das PCR-Produkt durch Elution des gewünscheten Fragmentes aus 
einem Agarosegel mit Hilfe des Agarose Gel DNA Extraction Kit (Roche) isoliert. 
 
Ein präparatives Agarosegel wird frisch wie unter 3.6.4.1 beschrieben hergestellt. Bei 
dem auf dem Gelschlitten verwendeten Kamm wurden aber zuvor durch einen 
Tesafilmstreifen zwei Zinken sorgfältig verbunden, um die entstehende Geltasche zu 
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vergrößern. In diese Geltasche wurden die gesamten PCR-Ansätze einer 
Versuchsreihe aufgetragen. Zum Beschweren der Probe wurde ebenfalls 
Probenpuffer zugegeben. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in den ersten 
10 min bei 10 V/cm Gel und anschließend über 65 min bei 16 V/cm Gel. Nach Ablauf 
der Gelelektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht analysiert und die Bande aus 
dem Gel ausgeschnitten, die dem spezifischen Produkt entsprach. 
 
Das ausgeschnittene Gelstück, das das spezifische Fragment enthielt, wurde in ein 
Eppendorf-Cup überführt, gewogen und durch Zugabe von 300 µl 
Agaroselösungspuffer je 100 mg Agarosegel gelöst. Zu diesem Ansatz wurden 
weiterhin 10 µl Silicamatrix gegeben, der gesamte Ansatz kräftig auf dem Vortex-
Rührer gemischt und bei 58°C 10 min im Blockthermostaten  inkubiert. Dabei wurde 
der Ansatz alle 2 – 3 min auf dem Vortex kräftig gemischt. Während der Inkubation 
lagert sich die DNA an die Silicamatrix an. Nach Ablauf der 10 min wurde der Ansatz 
30 sec bei 13200 rpm zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet, 
bestehend aus DNA und Silicamatrix, wurde in 500 µl Nukleinsäurebindungspuffer 
resuspendiert und erneut bei 13200 rpm 30 sec zentrifugiert. Der Überstand wurde 
abermals verworfen und das Pellet in 500 µl vorbereitetem Waschpuffer 
resuspendiert. Es folgte eine Zentrifugation über 30 sec bei 13200 rpm, nach der der 
Überstand verworfen wurde. Dieser Waschvorgang wurde mit weiteren 500 µl des 
vorbereiteten Waschpuffers wiederholt. Nach Ende der letzten Zentrifugation wurde 
die Flüssigkeit sorgfältig aus dem Eppendorf-Cup entfernt und das Pellet 15 min bei 
Raumtemperatur getrocknet. Anschließend wurde die DNA mit 40 µl Aqua bidest. 
eluiert, indem das Pellet zunächst in der Hälfte des Wassers resuspendiert wurde. Es 
folgte eine Inkubation über 10 min bei 58°C auf dem Blockthermostat, wobei der 
Ansatz alle 2 – 3 min auf dem Vortex kräftig gemischt wurde. Durch eine 
anschließende Zentrifugation bei 13200 rpm über 30 sec wurde der Überstand, der 
die gelöste DNA enthielt, gewonnen und sorgfältig in ein neues Eppendorf-Cup 
überführt. Zur besseren Ausbeute wurde der gesamte Vorgang mit den restlichen 20 
µl Aqua bidest. wiederholt. 
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3.7.5 ALLGEMEINE METHODEN 
3.7.5.1 Konzentrationsbestimmung der RNA 
Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte photometrisch mit Hilfe des 
Lambert-Beer´schen Gesetzes. Dazu wurde in einem Bio Photometer (Eppendorf) 
die optische Dichte der Probe bei 260 nm (OD260) bestimmt. Eine OD260 entspricht 
dabei 40 µg RNA. Zur Messung wurden 1 µl in 499 µl Aqua bidest. gelöste RNA 
eingesetzt. Als Leerwert diente Aqua bidest., da die Proben salzfrei im Aqua bidest. 
gelöst waren.  
 
Zusätzlich wurde die Reinheit der RNA bestimmt. Da Proteine ein 
Absorptionsmaximum bei 280 nm haben, wurde ebenfalls die OD280 bestimmt und 




3.7.5.2 Ethanolpräzipitation von Nukleinsäuren 
Zu der in ein Eppendorf-Cup überführten RNA- oder DNA-Lösung wurde 1/10 
Volumen 7M Ammomacetat bei RNA bzw. 3M Natriumacetat bei DNA gegeben und 
vermischt. Anschließend wurden 2,5 Volumen Ethanol absol. zugegeben und auf 
einem Vortex-Rührer kräftig gemischt. Die Fällung erfolgte bei –20°C über Nacht.  
 
Nach Ende dieser Inkubationszeit wurden die gefällten Nukleinsäuren 10 min bei 
13200 rpm zentrifugiert und der Überstand verworfen. Anschließend wurden 500 µl 
Ethanol (70%) zugegeben und solange auf dem Vortex-Rührer gemischt, bis das 
Nukleinsäure-Pellet aufschwamm. Danach wurde die Probe 5 min bei 13200 rpm 
zentrifugiert und der Überstand abermals verworfen. Um den restlichen Ethanol 
vollständig zu entfernen, wurde die Probe 60 sec in einem Blockthermostat 
getrocknet. Anschließend wurden die Nukleinsäuren in 15 µl Aqua bidest. 
resuspendiert und sofort zur Gewinnung von Poly(A+)-RNA verwendet (bei Fällung 
isolierter RNA) oder auf ein präparatives Gel zur Vorbereitung der Sequenzierung 
aufgetragen (bei Fällung eines PCR-Produktes). 
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3.8 IMMUNZYTOCHEMIE UND IMMUNHISTOCHEMIE 




Für den immunzytochemischen Nachweis des epithelialen Charakters der kultivierten 
Pansenepithelzellen wurde ein Teil dieser Zellen am Ende der Kultivierungsperiode 
mit Methanol fixiert. 
 
Unter sterilen Bedingungen wurde zu diesem Zweck das Nährmedium aus den 
Kulturschalen abgesaugt. Um Mediumreste vollständig zu entfernen, wurden die auf 
den Coverslips anhaftenden Zellen 3 mal für jeweils 10 min durch Zugabe einer 
phosphatgepufferten Kochsalzlösung (PBS; 0,1 M Phosphatpuffer, 0,88 % NaCl, pH 
7,44) in den Kulturschalen gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit 
100%igem Methanol bedeckt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser 
Vorgang wurde noch 2 mal wiederholt. Das Methanol wurde entfernt und die Zellen 
abermals 3 mal für jeweils 10 min mit PBS gewaschen. 
 
Bis zur weiteren Verwendung wurden die methanol-fixierten Zellen in einer PBS-
Lösung, die 0,1%igen NaN3 enthielt (PBSNaN3), bei 4°C in den Kulturschalen 
aufbewahrt. 
 
Beladung mit dem Primärantikörper 
 
Zum Nachweis des epithelialen Charakters der kultivierten Pansenzellen wurden die 
Coverslips mit den anhaftenden, fixierten Zellen aus den Kulturschalen in kleine 
Glasgefäße überführt und 3 mal für jeweils 10 min mit PBS gewaschen, um Reste 
der PBSNaN3-Lösung zu entfernen. 
 
Nach dem Waschen wurde ein Teil der fixierten Zellen mit 200 µl einer Lösung 
bestehend aus 0,1 M PBS/ NaN3, 0,5% Triton X-100 (TX; Sigma Chemicals, 
Deisenhofen) und 4% Pferdeserum bei Raumtemperatur eine Stunde in einer 
feuchten Kammer inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Nach 
Ende der Inkubationsperiode wurde diese Lösung mit einer Pipette vorsichtig 
abgenommen. Es folgte eine Inkubation über Nacht bei Raumtemperatur mit 200 µl 
der gleichen Lösung, die zusätzlich einen monoklonalen Maus Anti-Pan-Cytokeratin 
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Antkörper gegen Cytokeratin 4,5,6,8,10, 13 und 18 (Cymbus Biotechnologie LTD, 
USA) in einer Konzentration von 1:100 enthielt. 
 
 
Beladung mit dem Sekundärantikörper 
 
Am nächsten Morgen wurden die kultivierten Zellen in PBS (3 x 10 min) gewaschen 
und anschließend 2,5 h bei Raumtemperatur mit einem Esel Anti-Maus Antikörper 
(Jackson Labs, vertrieben von Dianova, Deutschland) beladen. Da dieser Antikörper 
zur Auswertung an das Fluorochrom Cy3 (Indocarbocyanin) gekoppelt ist, wurde die 
Inkubation unter Lichtausschluss durchgeführt. Der Sekundärantikörper wurde 
ebenfalls in einer NaN3-haltigen PBS-Lösung (0,1 M) mit Triton X-100 (0,5%) und 
Pferdeserum (4%) in einer Konzentration von 1:200 eingesetzt. Nach der Inkubation 
wurden die Zellen erneut mit PBS (3 x 10 min) gewaschen, um ungebundene Reste 
des Fluoreszenzfarbstoffes zu entfernen.  
 
Die gefärbten Zellen wurden auf einem Objektträger in einer Lösung aus 
NaHCO3/Na2CO3 (0,5 M, pH 8,6), 0,1% NaN3 und 80% Glyzerin eingedeckt. 
 
 




Zum immunhistochemischen Nachweis des NBC direkt im Pansenepithel wurden ca. 
10 x 10 cm² große Stücke der Pansenwand unmittelbar nach der Entnahme aus dem 
frisch geschlachteten Schaf in einer 0,9%igen NaCl-Lösung gewaschen und 
anschließend sofort in ein Poly-L-Lysin-Paraformaldehyd-Lösung (PLP; 
0,1 M Phosphatpuffer, 0,2 M Lysin HCl, 0,01 M Na+-Metaperiodat, 8% 
Paraformaldehyd) gegeben. Die Fixierung erfolgte über Nacht bei 4°C im 
Kühlschrank. Am nächsten Tag wurde das Gewebestück 3 mal für jeweils 10 min in 
einer PBS-Lösung gewaschen und anschließend bis zur weiteren Verwendung in 
einer 0,1%igen NaN3-haltigen PBS-Lösung bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt.  
 
Um den Transporter anfärben zu können, mussten zuerst Kryostatschnitte mit einer 
Dicke von 20 µm hergestellt werden. Dazu wurden die fixierten Gewebestücke in 
einer PBS-Lösung gewaschen und in erbsengroße Würfel geschnitten. Diese wurden 
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in eine 0,1%ige NaN3-haltige PBS-Lösung überführt, die als Frostschutzmittel zur 
Verhinderung der Eiskristallbildung beim Einfrierprozess 30% Saccharose enthielt. 
Nach einem Tag in dieser Lösung wurden die Gewebewürfel einen Tag in Tissue Tek 
(O.C.T. Compound SA 4583, Fa. Vogel GmbH & Co. KG) im Kühlschrank inkubiert. 
Am darauffolgenden Tag erfolgte die Herstellung von Kryostatschnitten bei –20°C an 
einem Gefriermikrotom (Frigocut 2800 M; Leica). Die Kryostatschnitte wurden 
unmittelbar nach dem Schneiden 2 Stunden bei 33°C get rocknet und bis zur weiteren 
Verwendung bei –20°C im Gefrierschrank gelagert.  
 
 
Beladung mit dem Primärantikörper 
 
Vor Beginn der Färbung wurden die Kryostatschnitte für 3 x 10 min in einer PBS-
Lösung gewaschen.  
 
Die derart vorbereiteten Kryostatschnitte wurden so auf eine präparierte Glasplatte 
gelegt, dass zwischen Glasplatte und Gewebeschnitt ein schmaler Spalt entstand. In 
diesen Spalt wurden 150 µl einer Lösung aus 0,1 M PBS/NaN3, 0,5 % Triton X-100 
(TX; Sigma Chemicals, Deisenhofen) und 4% Pferdeserum gegeben. Die Schnitte 
wurden dann bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer für eine Stunde 
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Triton X-100 dient zur 
Permeabilisierung des Gewebes, wodurch eine intrazelluläre Bindung des 
Primärantikörpers erleichtert wird. 
 
Nach Ende der Inkubationsperiode wurde die Lösung vorsichtig von den 
Gewebeschnitten abgeklopft und die Schnitte wieder auf die Glasplatte gelegt und 
über Nacht in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur in einer Lösung aus 
0,1 M PBS/NaN3, 0,5% TX, 4% Pferdeserums und dem verwendeten 
Primärantikörper inkubiert. Als Primärantikörper wurde ein polyklonaler Antikörper 
gegen NBC aus der Ratten-Niere, erzeugt im Kaninchen (Gabe von B. Schmitt, 
Universität Würzburg), in einer Konzentration von 1:100 verwendet. 
 
 
Beladung mit dem Sekundärantikörper 
 
Am folgenden Morgen wurden die Schnitte 3 mal für jeweils 10 min in PBS 
gewaschen und anschließend in der feuchten Kammer mit dem Sekundärantikörper 
2,5 h inkubiert. Verwendet wurde ein Cy2-gekoppelter Esel Anti-Kaninchen 
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Antikörper (Jackson Labs, vertrieben von Dianova, Deutschland) in einer 
Konzentration von 1:200. Die Inkubation erfolgte auch hier unter Lichtausschluss, um 
ein vorzeitiges Ausbleichen des Fluorochroms Cy2 (Carbocyanin) zu verhindern. 
Nach Ende der Inkubationsperiode wurde der Schnitt gewaschen (3 x 10 min) und in 




Überprüfung der Spezifität des NBC-Antikörpers 
 
Um die Spezifität des NBC-Antikörpers zu testen, wurden zusätzlich Präinkubations-
Versuche mit dem NBC-Peptid-Antigen (Gabe von B.Schmitt, Universität Würzburg) 
durchgeführt. Dazu wurden 150 µl einer Lösung aus 0,1 M PBS/NaN3, 
0,5 % Triton X-100, 4% Pferdeserum, NBC-Antikörper (Verdünnung 1:100) und dem 
entsprechenden Antigen in einer Konzentration von 0,04 µg/ml hergestellt. Um die 
Bindung des Antikörpers an das Antigen zu ermöglichen, wurde der Ansatz 24 h bei 
Zimmertemperatur inkubiert. Nach Ende der Inkubationsperiode wurde die Färbung 




Die Färbungen wurden mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop (IX50, Olympus, 
Japan) aufgenommen und mit Hilfe eines computergestützten Bildanalysesystems 
(Scion Image, Science Cooperation, USA) ausgewertet. Dabei erfolgte die Aufnahme 
des Bildes mit einer schwarz-weiß Videokamera (Mod. 4910, Cohu Inc., USA), die an 
einen PC angeschlossen war. 
 
Je nach aufgetragenem Sekundärantikörper wurden unterschiedliche Filter zur 
Anregung der Fluoreszenz verwendet. Der Cy2-gekoppelte Antikörper wurde mit 
einer Wellenlänge von 470 – 490 nm (Anregungsfilter BP 470-490) angeregt. Die 
Emission wurde bei 510 – 530 nm (Emissionsfilter D520) aufgezeichnet. 
 
Die Anregung des Cy3-gekoppelten Antikörpers erfolgte mit einer Wellenlänge von 
530 – 560 nm (Anregungsfilter HQ545/30x). Die Emission wurde bei 575 – 645 nm 
(Emissionsfilter HQ610/75M) erfasst. 
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4  ERGEBNISSE 
4.1  FUNKTIONELLE VERSUCHE 
4.1.1 FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG DES HCO3- -IMPORTIERENDEN 
TRANSPORTERS 
Nachweis eines bikarbonat-abhängigen Transporters 
 
In einer HEPES-gepufferten Lösung betrug der Ausgangs-pHi der kultivierten 
Pansenepithelzellen 7,37 ± 0,02 (Abb. 4). Überführte man die Zellen aus dieser 
Lösung in eine CO2-haltige, HCO3- -gepufferte Lösung, fiel der pHi der Zellen rasch 
um 0,25 Einheiten auf 7,13 ± 0,02 ab. Auf diese initiale Ansäuerung reagierten die 
Zellen mit einer pHi-Gegenregulation um 0,14 ± 0,02 Einheiten innerhalb von 3 min 
nach Wechsel der Pufferlösung. 
 
Um die Beteiligung von HCO3- an der pHi-Gegenregulation zu überprüfen, wurde der 
Effekt von H2DIDS, einem Hemmstoff von Bikarbonat-Transportern (TELEKY et al. 
1994; ROMERO u. BORON 1999), untersucht (Abb. 4). In Anwesenheit von 500 µM 
H2DIDS war die Gegenregulation signifikant (  pHi/3 min: 0,05 ± 0,02) gegenüber der 
Kontrolle (  pHi/3 min: 0,14 ± 0,02) gehemmt. Damit konnte die pHi-Gegenregulation 
um 64% (p < 0,01) reduziert werden, was auf die Beteiligung eines HCO3--
Transporters an der beobachteten pHi-Gegenregulation schließen lässt. 

















Abb. 4:  Einfluss von 500 µM H2DIDS auf die pHi-Regulation 
nach einer CO2-induzierten Ansäuerung. 




Bestimmung der Ionenabhängigkeit 
 
Um die Ionenabhängigkeit des bikarbonat-importierenden Transporters zu 
bestimmen, wurde Na+ in der Pufferlösung äquimolar durch N-Methyl-D-Glucamin 
(NMDG+) ersetzt (Abb. 5). Der Wechsel aus einer Na+-haltigen, HEPES-gepufferten 
Lösung in eine Na+-freie CO2/HCO3--gepufferte Lösung führte zu einem raschen 
Abfall des pHi von 7,38 ± 0,03 auf 7,12 ± 0,03 (d.h. um 0,26 Einheiten), wie er schon 
in Anwesenheit von Na+ zu beobachten war (von 7,37 ± 0,02 auf 7,13 ± 0,02, d.h. um 
0,25 Einheiten). Jedoch folgte auf diesen initialen pHi-Abfall in Abwesenheit von Na+ 
nur eine geringfügige Gegenregulation um 0,06 ± 0,01 Einheiten innerhalb der Zeit 
der Aufzeichnung (p < 0,01; Abb. 5). Die an der beobachteten Gegenregulation des 
pHi beteiligten Transportmechanismen, darunter auch der nachgewiesene 




































Abb. 5:  Regulation des pHi in Anwesenheit oder Abwesenheit 
von extrazellulärem Na+ nach einer CO2-induzierten 
Ansäuerung 




Weitere Experimente sollten klären, ob es sich bei dem Na+-abhängigen, HCO3--
importierenden Prozess um einen Na+-HCO3- -Kotransporter (NBC) oder um einen 
Na+-abhängigen Cl-/HCO3- -Austauscher (NCBE) handelt. Da die Aktivität des NCBE 
von intrazellulärem Cl- abhängig ist, wurde die intrazelluläre Cl- -Konzentration vor 
Beginn der Messung in Anlehnung an Versuche von HARA et al. (2000), 
PRAETORIUS et al. (2001) und WANG et al. (2002) durch eine 35-minütige 
Vorinkubation in einer Cl- -freien, HEPES-gepufferten Lösung reduziert. Nach dieser 
Vorinkubation wurden die Zellen in eine Cl- -freie CO2/HCO3- -gepufferte Lösung 
überführt.  
Zeit (s)






























Abb. 6: Regulation des pHi in Cl- -depletierten Zellen nach 
einer CO2-induzierten Ansäuerung 




Wie in Abb. 6 gezeigt, konnte auch nach diesem Wechsel der initiale pHi-Abfall 
beobachtet werden. Die darauf folgende pHi-Gegenregulation von 0,14 ± 0,01 
Einheiten innerhalb von 4 min unterschied sich nicht signifikant von derjenigen, die in 
Anwesenheit von intrazellulärem Cl- aufgezeichnet wurde (  pHi/4min: 0,15 ± 0,01). 
Um sicherzustellen, dass es sich bei dieser Gegenregulation um einen 
Cl--unabhängigen Bikarbonat-Transporter und nicht um einen aktivierten NHE 
handelte, wurde den Lösungen zusätzlich EIPA, ein spezifischer Hemmstoff des NHE 
(Noél und Pousségur 1995), zugegeben (Abb. 7). Die Anwesenheit von 30 µM EIPA 
hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Stärke der Gegenregulation. Unter den 
gegebenen Versuchsbedingungen kann daher die Aktivität eines NCBE an der pHi-
Regulation der Pansenepithelzellen ausgeschlossen werden. Somit konnte an den 
kultivierten Pansenepithelzellen funktionell die Aktivität eines Na+-HCO3--




































Abb. 7: Regulation des pHi in Cl- -depletierten Zellen nach 
einer CO2-induzierten Ansäuerung in Anwesenheit 
von 30 µM EIPA. 




4.1.2 FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG EINES BIKARBONAT-
EXPORTIERENDEN TRANSPORTERS 
Nachweis eines bikarbonat-abhängigen Transporters 
 
Durch den Wechsel aus einer CO2-haltigen, HCO3- -gepufferten Lösung in eine 
HEPES-gepufferte Lösung kam es in kultivierten Pansenepithelzellen zu einem 
unmittelbaren pHi-Anstieg ausgehend von einem basalen pHi von 7,38 ± 0,01 auf 
einen Wert von 7,63 ± 0,03 (Abb. 8). Auf diese induzierte intrazelluläre Alkalisierung 
reagierten die Zellen mit einer pHi-Gegenregulation in Richtung Ausgangs-pHi-Wert 
um 0,15 ± 0,02 Einheiten innerhalb von 4 min nach Wechsel der Pufferlösung. 
Zeit (s)































Abb. 8: Einfluss von 500 µM H2DIDS nach einer 
intrazellulären Alkalisierung. 




Um den Beitrag eines HCO3--exportierenden Transporters an dieser Gegenregulation 
nachzuweisen, wurde den Lösungen in einem Versuchsansatz 500 µM H2DIDS und 
in einem weiteren Ansatz 800 µM H2DIDS zugegeben. Die Anwesenheit von 500 µM 
H2DIDS hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Stärke der Gegenregulation 
(  pHi/4min: 0,1 ± 0,01) (Abb. 8). Dagegen konnte in Anwesenheit von 800 µM 
H2DIDS eine signifikante Veränderung des pHi-Verlaufs nach der initialen 
Alkalisierung beobachtet werden (Abb. 9). Die Geschwindigkeit der Gegenregulation 
war signifikant gegenüber derjenigen der Kontrollzellen vermindert (p < 0,05). 
Dennoch konnte die Anwesenheit von 800 µM H2DIDS die Stärke der gesamten pHi-
Gegenregulation nicht beeinflussen. Die Zellen reagierten in Anwesenheit von 800 
µM H2DIDS wie die Kontrollzellen mit einer vollständigen Gegenregulation des pHi 
um 0,11 ± 0,01 Einheiten innerhalb von 4 min nach Wechsel der Pufferlösungen. 
Gleichwohl konnte durch den veränderten Verlauf der Gegenregulation ein Einfluss 





































Abb. 9: Einfluss von 800 µM H2DIDS nach einer 
intrazellulären Alkalisierung. 




Bestimmung der Ionenabhängigkeit 
 
Um die Na+-Abhängigkeit dieser pHi-Gegenregulation zu bestimmen, wurden die 
Zellen aus der CO2-haltigen, HCO3- -gepufferten Lösung in eine Na+-freie, HEPES-
gepufferte Lösung überführt. Auch in diesem Versuch konnte der rasche pHi-Anstieg 
beobachtet werden, auf den eine Gegenregulation des pHi in Richtung Ausgangs-
pHi-Wert folgte (  pHi/4min: 0,14 ± 0,02) (Abb. 10). Die Stärke der Gegenregulation 
wies keine signifikanten Unterschiede zu derjenigen der Kontrollkurve in 
Anwesenheit von extrazellulärem Na+ auf (  pHi/4min: 0,15 ± 0,01). 
Zeit (s)





























Abb. 10: Regulation des pHi nach einer intrazellulären 
Alkalisierung in An- und Abwesenheit von 
extrazellulärem Na+. 




Zur Bestimmung der Abhängigkeit des vermuteten HCO3--exportierenden 
Transporters von extrazellulärem Cl- wurden die Zellen in einem weiteren 
Versuchsansatz aus der CO2-haltigen, HCO3--gepufferten Lösung in eine Cl- freie 
(Cl- äquimolar substituiert durch Gluconsäure), HEPES-gepufferte Lösung überführt. 
Auf den durch den Wechsel bedingten, raschen pHi-Anstieg folgte in Abwesenheit 
von extrazellulärem Cl- keine Regulation des pHi in Richtung Ausgangs-pHi-Wert 
(  pHi/4min: 0 ± 0,03; p < 0,01) (Abb. 11). Auffällig ist jedoch der im Gegensatz zur 
Kontrollkurve 2-teilige Anstieg des pHi nach Wechsel in die Cl- -freie Pufferlösung. 
Auf eine initiale rasche Steigung des pHi, die keinen Unterschied zu der der 
Kontrollkurve aufwies, folgte ein weiterer, exponentieller Anstieg des pHi, bis 
letztendlich ein Plateau bei 7,62 ± 0,03 erreicht wurde. Damit alkalisierte das Zytosol 
der Zellen in der Cl- -freien Pufferlösung um 0,37 Einheiten, während der pHi der 


































Abb. 11: Regulation des pHi nach einer intrazellulären 
Alkalisierung in An- und Abwesenheit von 
extrazellulärem Cl-. 




Umkehrung der Transportrichtung des bikarbonat-exportierenden Transporters 
 
Nach einem Wechsel aus einer HEPES-gepufferten Lösung in eine CO2-haltige 
HCO3--gepufferte Lösung, kam es zu einem starken pHi-Abfall gefolgt von einer 
Gegenregulation des pHi in Richtung Ausgangs-pHi-Wert. Überführte man daraufhin 
die Zellen in eine Cl- -freie CO2/HCO3--haltige Lösung, reagierten die Zellen erneut 
mit einem pHi-Anstieg um 0,17 ± 0,01 Einheiten innerhalb von 3 min nach dem 









































Abb. 12: linker Teil:  siehe Abb. 1 
rechter Teil:  Verlauf des pHi nach Entfernung von 
extrazellulärem Cl- durch Wechsel der Pufferlösung.  




Um dieses Phänomen näher zu untersuchen, wurden in einem weiteren 
Versuchsansatz Zellen aus einer HEPES-gepufferten in eine NaCl-freie 
CO2/HCO3- -haltige Lösung überführt. Die Na+-freie Lösung schließt eine pHi-
Regulation durch Na+-abhängige Transporter aus. Es trat wieder die CO2-induzierte 
Ansäuerung des Zytosols auf; der pHi sank dabei von 7,37 ± 0,02 auf 7,05 ± 0,03 ab 
(Abb. 13). Auf diese induzierte Ansäuerung reagierten die Zellen mit einer pHi-
Gegenregulation in Richtung Ausgangswert um 0,14 ± 0,01 Einheiten innerhalb von 4 
min. Die Gegenregulation wies keinen signifikanten Unterschied zur der der 
Kontrollzellen auf (  pHi/4min: 0,16 ± 0,01). 
 
Zeit (s)



























Abb. 13: Regulation des pHi in An- und Abwesenheit von 
extrazellulärem Na+ und Cl-. 




Um den Beitrag eines HCO3- -abhängigen Transporters an dieser pHi-Regulation 
nachzuweisen, wurde den Lösungen der Hemmstoff H2DIDS zugegeben (Abb. 14). 
In Anwesenheit von 800 µM H2DIDS regulierten die Zellen den pHi um 0,09 ± 0,01 
Einheiten innerhalb von 4 min nach Wechsel der Pufferlösungen, eine im Vergleich 
zu den Kontrollzellen (  pHi/4min: 0,16 ± 0,01) um 36% verminderte Gegenregulation 
(p < 0,01). Damit konnte an den kultivierten Pansenepithelzellen ein 
Cl-/HCO3- -Austauscher nachgewiesen werden, der bei Umkehrung der Richtung der 
treibenden Kräfte auch die Transportrichtung ändert. 
Zeit (s)
































Abb. 14: Einfluss von H2DIDS auf die Gegenregulation des pHi 
in Abwesenheit von extrazellulärem Na+ und Cl-. 




4.1.3 REGULATION DES PHI NACH EINER MODERATEN INTRAZELLULÄREN 
ANSÄUERUNG 
Wie schon erwähnt, ist an der Regulation des pHi nach einer CO2-induzierten 
Ansäuerung ein Na+-HCO3- -Kotransporter beteiligt (siehe 4.1.1). Dass dieser 
Transporter der wichtigste Mechanismus der beobachteten Gegenregulation des pHi 
ist, beweist die Hemmung der Erholung des pHi in Anwesenheit von H2DIDS um 
64%. 
 
Um den Beitrag des an Pansenepithelzellen bereits nachgewiesenen NHE an dieser 
Gegenregulation zu bestimmen, wurde den Lösungen EIPA zugegeben. Die 
Anwesenheit von 30 µM EIPA hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Stärke der 
Gegenregulation innerhalb von 3 min nach Wechsel der Pufferlösung (Abb. 15). 
Diese Beobachtung schließt eine Beteiligung des NHE an der Regulation des pHi 
nach einer CO2-induzierten Übersäuerung aus. 
Zeit (s)


































Abb. 15: Einfluss von EIPA auf die pHi-Gegenregulation nach 
einer CO2-induzierten Ansäuerung. 




4.1.4 REGULATION DES PHI NACH EINER STARKEN INTRAZELLULÄREN 
ANSÄUERUNG 
Überführte man kultivierte Pansenepithelzellen aus einer NH4+/NH3-haltigen, HCO3- -
freien Lösung in eine CO2-haltige, HCO3- -gepufferte Lösung, kam es zu einem 
starken pHi-Abfall um 0,55 Einheiten ausgehend von einem basalen pHi von 
7,48 ± 0,03 (Abb. 16). Auf diese massive Ansäuerung reagierten die Zellen innerhalb 
von 6 min mit einer schnellen pHi-Gegenregulation um 0,29 ± 0,02 Einheiten.  
 
Um nun den Beitrag des NHE und des Na+-abhängigen HCO3- -importierenden 
Transporters an dieser Gegenregulation zu bestimmen, wurde in weiteren 
Versuchsansätzen jeweils 30 µM EIPA (zur Hemmung des NHE), 500 µM H2DIDS 
(zur Hemmung des Bikarbonat-Transporters) oder beide Hemmstoffe zusammen in 
den genannten Konzentrationen zu den Lösungen gegeben. 
Zeit (s)































Abb. 16: Einfluss von EIPA auf eine starke intrazelluläre 
Übersäuerung. 





In Anwesenheit von je 30 µM EIPA (Abb. 16) oder 500 µM H2DIDS (Abb. 17) war 
keine signifikante Veränderung der Stärke der Gegenregulation zu beobachten. 
Dagegen führte die gleichzeitige Zugabe beider Hemmstoffe zu den Lösungen zu 
einer signifikanten Verminderung der pHi-Regulation nach der massiven 
Übersäuerung des Zytosols (  pHi/6min: 0,21 ± 0,02) (Abb. 18). Somit konnte die 
Gegenregulation des pHi in Anwesenheit beider Hemmstoffe um 26% gehemmt 
werden (p < 0,01). 
Zeit (s)































Abb. 17: Einfluss von H2DIDS auf eine starke intrazelluläre 
Übersäuerung. 


















Abb. 18: Einfluss der Kombination der beiden verwendeten 
Hemmstoffe (EIPA und H2DIDS) auf eine starke 
intrazelluläre Übersäuerung. 
(Mittelwerte mit SEM; n = 6; N = 3) 
Zeit (s)
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4.1.5 ZUSAMMENFASSUNG DER FUNKTIONELLEN VERSUCHE  
Die Ergebnisse der funktionellen Versuche (4.1.1 – 4.1.4) an kultivierten 
Pansenepithelzellen lassen sich wie folgt zusammenfassen: 
 
- Kultivierte Pansenepithelzellen besitzen einen Na+-abhängigen, H2DIDS-sensitiven, 
HCO3- -importierenden Transporter, dessen Aktivität unabhängig von 
intrazellulärem Cl- ist. Diese Ergebnisse deuten stark auf die Existenz eines NBC 
hin. 
 
- Der NBC ist sowohl an der Regulation des pHi der kultivierten Pansenepithelzellen 
nach einer moderaten als auch nach einer starken intrazellulären Ansäuerung 
beteiligt. Zudem scheint er nach moderaten Abweichungen des pHi der wichtigste 
pHi-regulierende Transporter in Anwesenheit von HCO3- zu sein, während ein NHE 
erst nach einer starken Azidifizierung zur Regulation des pHi beiträgt. 
 
- Auf eine induzierte Alkalisierung reagieren kultivierte Pansenepithelzellen mit einer 
pHi-Gegenregulation, die in Anwesenheit von 500 µM H2DIDS nicht hemmbar ist. 
Dagegen wurde die Regulation des pHi in Anwesenheit von 800 µM H2DIDS 
signifikant verlangsamt. In Cl- -freien Lösungen findet keine Erholung des pHi statt. 
Die Abwesenheit von extrazellulärem Na+ dagegen hatte keinen Einfluss auf die 
Stärke der Gegenregulation hat. Diese Ergebnisse weisen auf die Existenz eines 
Cl-/HCO3- -Austauschers hin. 
 
- Der zellazidifizierende Transporter kann durch Veränderung der 
Konzentrationsgradienten für HCO3- und Cl- umgekehrt werden und ist dann durch 
800 µM H2DIDS hemmbar. Diese Ergebnisse weisen ebenfalls auf die Existenz 
eines Cl-/HCO3- -Austauschers hin. 
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4.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE UNTERSUCHUNG DER KULTIVIERTEN 
PANSENEPITHELZELLEN UND DES PANSENEPITHELS 
Aufgrund des mehrschichtigen Aufbaus des Pansenepithels und seines starken 
Verhornungsgrades konnte bisher keine direkte Messung des pHi-Wertes mit Hilfe 
des pH-sensitiven Farbstoffes BCECF durchgeführt werden (Mitteilung von 
R. Busche an F. Müller). Daher sollte mittels molekularbiologischer Methoden die 
prinzipielle Existenz der in kultivierten Zellen funktionell charakterisierten Transporter 
auf mRNA-Ebene sowohl in den Zellen als auch direkt im frisch isolierten 
Pansenepithel demonstriert werden. Bei einer ähnlichen Transporterausstattung 
kann somit aufgrund der Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen an den 
kultivierten Zellen ein Model der pHi-Regulation des Pansenepithels ohne direkte 
Messungen abgeleitet werden. 
 
Zum anderen diente die durchgeführte RT-PCR auch der Bestimmung der Isoform 
der identifizierten Transporter, um ein besseres Verständnis der komplexen pHi-
Regulation des Pansenepithels zu entwickeln. Neben den in dieser Studie funktionell 
charakterisierten Transportern (Na+-HCO3- -Kotransporter und Cl-/HCO3- -
Austauscher), sollten zusätzlich die Isoform(en) des bereits identifizierten NHE 
(MÜLLER et al. 2000) bestimmt werden. 
 
Alle beschriebenen Versuche wurden sowohl mit mRNA aus den kultivierten 
Pansenepithelzellen als auch mit mRNA direkt aus dem Pansenepithel durchgeführt. 
Bei jeder RT-PCR wurde die Reinheit der verwendeten Poly(A)+-RNA kontrolliert, um 
eine mögliche DNA-Kontamination der isolierten Poly(A)+-RNA und eine damit 
verbundene Amplifizierung eines nicht-ovinen Produktes auszuschließen. Zu diesem 
Zweck wurde in der RT-PCR anstelle des cDNA-Templates die äquivalente Menge 
an Poly(A)+-RNA eingesetzt. Das Ergebnis ist exemplarisch für den Nachweis einer 
NBC-kodierenden mRNA dargestellt (Abb. 19 Spuren 4 und 5). Trotz Verwendung 
des gleichen Primer-Paares konnte kein RT-PCR-Produkt amplifiziert werden, was 
eine DNA-Kontamination der isolierten Poly(A)+-RNA ausschließt.  
 Ergebnisse   66
 
 
Abb. 19: Analytische Gelelektrophorese 
der RT-PCR`s mit NBC-
spezifischen Primern.  
Spur 1: Produkt aus dem 
Pansenepithel 
Spur 2: Produkt aus den 
kultivierten Zellen 
Spur 3: Kontrolle der Reinheit 
der isolierten Poly(A+)-RNA 
aus dem Pansenepithel 
Spur 4: Kontrolle der Reinheit 
der isolierten Poly(A+)-RNA 





4.2.1 NACHWEIS EINES NBC 
Um eine NBC-kodierende mRNA in den kultivierten Pansenepithelzellen und direkt 




Allgemeiner Nachweis einer NBC-kodierenden mRNA 
 
Da bisher keine Sequenz eines ovinen NBC bekannt war, wurden die eingesetzten 
PCR-Primer-Paare von dem C-terminalen Ende des kürzlich geklonten NBC aus dem 
Endothel der bovinen Kornea abgeleitet (Genebank Accession Number AF308160). 
Wie Vergleiche in der Datenbank ergaben, scheint das C-terminale Ende des NBC in 
vielen Säugetieren konserviert zu sein. Daher konnte angenommen werden, dass die 
abgeleiteten Primer die Sequenz eines NBC in vielen Spezies inklusive des Schafes 
erkennen würden. 
 
Die durchgeführte RT-PCR (Abb. 19) lieferte eine Bande der erwarteten Größe von 
333 bp sowohl in den kultivierten Zellen (Spur 1) als auch im Pansenepithel (Spur 2). 
Durch eine an die PCR anschließende Sequenzanalyse wurde die Spezifität der 
erhaltenen PCR-Produkte bestätigt. Die Sequenz der beiden amplifizierten 
Fragmente war identisch, was die Existenz von identischen NBC`s in den Zellen und 
im Gewebe aufzeigt (Abb. 20).  
M 1 2 3 4
333bp
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Weiterhin wiesen die Nukleotid-Sequenzen der ruminalen PCR-Produkte einen 
Homologiegrad von 63% zu dem humanen renalen NBC (Genebank Accesion 
Number AF007216), von 67% zu einer NBC-Sequenz aus der Rattenniere 
(AF004017) sowie von 65% zu einer NBC-Sequenz aus dem Duodenum des 





















Abb. 20: Teilsequenz des ruminalen NBC aus kultivierten 




Nachweis der Isoform NBC1 
 
Mit dem oben beschriebenen Versuch konnte zwar die Existenz eines identischen 
NBC in den kultivierten Zellen und dem Pansenepithel nachgewiesen werden, aber 
eine Bestimmung der Isoform des Transporters war durch die Wahl der Primer im C-
terminalen Ende nicht möglich. Um nun die Isoform des ruminalen NBC näher 
eingrenzen zu können, wurde daher jeweils eine weitere RT-PCR an cDNA aus den 
Zellen und dem Pansenepithel durchgeführt. Dabei wurde das verwendete Primer-
1 
1 
A T G G C C C T T C C G T G G T A T G T G G C T G C A A C A G T G C T G T C A A 
  NBC Epithel 
A T G G C C C T T C C G T G G T A T G T G G C T G C A A C A G T G C T G T C A A 
  NBC Zelle 
41 
41
T A A G T C A T G T C A A C A G C C T G A A A G T G G A A T C T G A A T G C T C 
  NBC Epithel 
T A A G T C A T G T C A A C A G C C T G A A A G T G G A A T C T G A A T G C T C 
  NBC Zelle 
81 
81 
T G C T C C T G G G G A G C A A C C C A A G T T T T T G G G C A T T C G T G A A 
  NBC Epithel 
T G C T C C T G G G G A G C A A C C C A A G T T T T T G G G C A T T C G T G A A 
  NBC Zelle 
121 
121 
C A G C G G G T G A C A G G G C T A A T G A T C T T T A T T C T A A T G G G C C 
  NBC Epithel 
C A G C G G G T G A C A G G G C T A A T G A T C T T T A T T C T A A T G G G C C 
  NBC Zelle 
161 
161 
T G T C T G T G T T C A T G A C T T C A G T A C T A A A G T T C A T T C C A A T 
  NBC Epithel 
T G T C T G T G T T C A T G A C T T C A G T A C T A A A G T T C A T T C C A A T 
  NBC Zelle 
201 
201 
G C C T G T T C T G T A T G G C G T T T T C C T T T A T A T G G G A G T T T C C 
  NBC Epithel 
G C C T G T T C T G T A T G G C G T T T T C C T T T A T A T G G G A G T T T C C 
  NBC Zelle 
241 
241 
T C A T T A A A A G G G A T C C A G C T C T T T G A C C G C A T C A A G C T G C 
  NBC Epithel 
T C A T T A A A A G G G A T C C A G C T C T T T G A C C G C A T C A A G C T G C 
  NBC Zelle 
281 
281 
T C G G C A T G C C G G C C A A G C A C C A G C C C G G C C T G A T C T A C C T 
  NBC Epithel 
T C G G C A T G C C G G C C A A G C A C C A G C C C G G C C T G A T C T A C C T 
  NBC Zelle 
321 
321 
G C G C C A C G T C C C G 
                                                        NBC Epithel 
G C G C C A C G T C C C G 
                                                        NBC Zelle 
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Paar aus dem N-terminalen Ende eines NBC1 aus dem Korneaendothel des 

















Abb. 21: Analytische Gelelektrophorese der RT-PCR`s mit 
NBC1-spezifischen Primern.  
Spur 1: Produkt aus den kultivierten Zellen  





Wie in Abb. 21 zu erkennen, konnte eine Bande der erwarteten Größe von ca. 
389 bp sowohl aus den kultivierten Zellen als auch aus dem Pansenepithel 
gewonnen werden. Die beiden ruminalen Fragmente stimmten in ihrer Sequenz 
überein (Abb. 22). Die Sequenzanalyse (Clustal W Method, MegAlign, Lasergene, 
DNA-Star) ergab eine Homologie von 90% zu einem humanen NBC1 (Genebank 
Accesion Number BC030977), von 58,8% zu einem humanen NBC2 (NM003615), 




























Abb. 22: Teilsequenz des ruminalen NBC1 aus kultivierten 




4.2.2 NACHWEIS EINES AE2 
Zum Nachweis einer AE2-kodierenden mRNA in den Zellen und dem Pansenepithel 
wurde ein spezifisches Primer-Paar aus der veröffentlichten Teilsequenz des bovinen 
AE2 aus Chondrozyten (AF176109) abgeleitet. Die mit diesen Primern durchgeführte 
RT-PCR ergab eine Bande der Größe von ca. 200 bp, was aufgrund der 
eingesetzten Primer den Erwartungen entsprach (Abb. 23). Wiederum waren die 
beiden gewonnenen ruminalen Sequenzen identisch (Abb. 24). Weiterhin wiesen sie 
eine 83%ige Übereinstimmung zu der Sequenz eines AE2 aus dem Ileum des 
Kaninchens (S45791) und eine Homologie von 77% zu einer humanen Sequenz des 
AE2 (U62531) auf. 
 
 
1 C T T G G G G G A G G A G G A T G A C A G C C C A G C A C C C C C T C A G C T C 
  NBC1 Epithel 
1 C T T G G G G G A G G A G G A T G A C A G C C C A G C A C C C C C T C A G C T C 
  NBC1 Zelle 
41 
41 
T T C A C G G A A C T G G A T G A G C T G C T G G C C G T G G C A T G G G C A A 
  NBC1 Epithel 
T T C A C G G A A C T G G A T G A G C T G C T G G C C G T G G C A T G G G C A A 
  NBC1 Zelle 
81 
81 
G A G A T G G A G T G G A A G G A G A C A G C G A G G T G G A T T A A G T T T G 
  NBC1 Epithel 
G A G A T G G A G T G G A A G G A G A C A G C G A G G T G G A T T A A G T T T G 
  NBC1 Zelle 
121 
121 
A A G T A A A A T T T G G A A C A G G G T G A G A G A G A G A T G G A G C A A A 
  NBC1 Epithel 
A A G T A A A A T T T G G A A C A G G G T G A G A G A G A G A T G G A G C A A A 
  NBC1 Zelle 
161 
161 
C C C C A C G T G G C C A C C T T G T C C C C T T C A C A G T T T A T T T G A G 
  NBC1 Epithel 
C C C C A C G T G G C C A C C T T G T C C C C T T C A C A G T T T A T T T G A G 
  NBC1 Zelle 
201 
201 
C G A G G A C G T G T A T G G A G A A A G G A T C C A T C A T G C T A G A C A G 
  NBC1 Epithel 
C G A G G A C G T G T A T G G A G A A A G G A T C C A T C A T G C T A G A C A G 
  NBC1 Zelle 
241 
241 
G G A A G C T T C T T C T C T C C C G C A G T T G G T G G A G A T G A T T G T T 
  NBC1 Epithel 
G G A A G C T T C T T C T C T C C C G C A G T T G G T G G A G A T G A T T G T T 
  NBC1 Zelle 
281 
281 
G A C C A T C A G A T T G A G A C A G G C C T A T T G A A A C C T G A C C T T A 
  NBC1 Epithel 
G A C C A T C A G A T T G A G A C A G G C C T A T T G A A A C C T G A C C T T A 
  NBC1 Zelle 
321 
321 
A G G A T A A G G T G A C C C T T G G A 
                                         NBC1 Epithel 
A G G A T A A G G T G A C C C T T G G A 
                                         NBC1 Zelle 















Abb. 23: Analytische Gelelektrophorese der RT-PCR`s mit AE2-
spezifischen Primern.  
Spur 1: Produkt aus den kultivierten Zellen  


















Abb. 24: Teilsequenz des ruminalen AE2 gewonnen aus kultivierten 
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4.2.3 NACHWEIS DER NHE-ISOFORMEN NHE 1 UND NHE3 
Um die Isoform des von MÜLLER et al. (2000) charakterisierten NHE zu bestimmen, 
wurden RT-PCR`s zur Detektion von mRNA für die Isoformen NHE1, NHE2 und 
NHE3 durchgeführt. Dabei konnte zur Ableitung der eingesetzten Primer-Paare für 
den NHE1 und NHE3 auf entsprechende Sequenzen aus dem bovinen 
Gallenblasenepithel (AF131763 für den NHE1, AF131764 für den NHE3) 
zurückgegriffen werden. Zur Ableitung eines Primer-Paares zum Nachweis des 
NHE2 wurde eine adäquate Sequenz aus dem humanen Kolon (AF073299) 
herangezogen. 
 
Die durchgeführte RT-PCR ergab für den NHE1 eine Bande der entsprechenden 
Größe von 264 bp sowohl in den kultivierten Pansenepithelzellen als auch im 
Pansenepithel (Abb. 25 und 26). Die Sequenzen der beiden amplifizierten Produkte 
waren wiederum identisch (Abb. 27). Ein Vergleich mit analogen Sequenzen aus 
dem Myokard der Ratte (NM012652) und aus dem humanen Erythrozyten 














    Abb. 25: Analytische Gelelektro-
phorese der RT-PCR`s aus 
dem Pansenepithel mit 
NHE-spezifischen Primern. 
 
Spur 1: Produkt des NHE3 
Spur 2: Produkt des NHE1 














     Abb. 26: Analytische Gelelektro-





Spur 1: Produkt des NHE1 
Spur 2: Produkt des NHE2 
Spur 3: Produkt des NHE3 
M: 100-Basen-Paar-Leiter 
M 1 2 3
285bp 264bp 
M 1 2 3
264bp
















Abb. 27: Teilsequenz des ruminalen NHE1 aus kultivierten 




Dagegen konnte für den NHE3 unter Verwendung der spezifischen Primer nur für 
das Pansenepithel eine Bande von ca. 285 bp gewonnen werden (Abb. 25 und 26). 
Die unter gleichen Bedingungen durchgeführte RT-PCR mit cDNA aus den 
kultivierten Zellen ergab kein PCR-Produkt. In Abb. 28 ist die Sequenz des ruminalen 
NHE3 dargestellt. Sie war zu 77% homolog zu einem humanen renalen NHE3 
(U28043)  
 
Für den NHE2 konnte weder aus den kultivierten Zellen noch aus dem Pansenpithel 
ein PCR-Produkt gewonnen werden. 
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4.2.4 ZUSAMMENFASSUNG DER BEFUNDE 
Die Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen (4.2.1 – 4.2.3) lassen 
sich wie folgt zusammenfassen: 
 
- Kultivierte Pansenepithelzellen und das Pansenepithel scheinen identische 
mRNA`s für die wichtigsten pHi-Wert-regulierenden Transporter zu exprimieren. Es 
wurden identische Sequenzen für den NBC1, AE2 und den NHE1 nachgewiesen. 
 
- Zusätzlich exprimiert das Pansenepithel im Unterschied zu den kultivierten Zellen 
die Isoform NHE3. 
 
- Eine NHE2-kodierende mRNA konnte weder in den kultivierten Zellen noch im 
Pansenepithel nachgewiesen werden. 
1 G T G T A C A G G G C C A T A G G G G T C A T C C T G C A G A C C T G G A T T C
 NHE3 Epithel 
41 T G A A T C C G G T A C C G G A T G G T G C A G C T G G A G A T C A T A G A C C
  NHE3 Epithel 
81 A G G T G G T C A T G T C C T A C G G C G G C C T T C G A G G A G C T G T G G C
  NHE3 Epithel 
121 T T A C G C C T T G G T G G T C C T C C T G G A C G A G A A C A A G G T C A A A
  NHE3 Epithel 
161 G A G A A G A A C C T G T T T G T G C A G C A C C A C C A T G C A T C G T C A T
  NHE3 Epithel 
201 C T T C T T G C A C C G T C A T C T T C C A G G G C C T G A C C A T C A A G C C
  NHE3 Epithel 
241 C C T G G T G C A G T G G C T G A A G G T G A A G A G A A G T G A A C A G C G A
  NHE3 Epithel 
281 G A C C C C A A G 
                                      NHE3 Epithel 
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4.3 IMMUNZYTOCHEMIE UND IMMUNHISTOCHEMIE 
4.3.1 NACHWEIS DES EPITHELIALEN CHARAKTERS DER KULTIVIERTEN 
PANSENEPITHELZELLEN  
Der Nachweis, dass es sich bei den kultivierten Zellen tatsächlich um Zellen 




Abb. 29:  
Nachweis des epithelialen 
Charakters der kultivierten 
Pansenepithelzellen durch 
Anfärbung des Zytokeratins. 






Abb. 29 zeigt das Ergebnis der Färbung Methanol-fixierter Pansenepithelzellen am 
12. Tag der Kultivierungsperiode. Die kultivierten Pansenepithelzellen zeigten eine 
über den gesamten Zellkörper verteilte, starke Immunreaktivität.  
 
Da der epitheliale Charakter der Zellen bereits durch Müller et al. (2000) bestätigt 
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4.3.2 LOKALISATION DES NBC 
Die immunhistochemische Untersuchung des Pansenepithels sollte zum einen durch 
die Darstellung des Transporter-Proteins die Expression eines NBC`s im 
Pansenepithel bestätigen und zum anderen diesen Transporter in dem 
mehrschichtigen Epithel lokalisieren. 
 
Abb. 30 zeigt die Immunfluoreszenz des PLP-fixierten Pansenepithels unter 
Verwendung eines polyklonalen NBC-Antikörpers. Deutlich ist der mehrschichtige 
Aufbau des ruminalen Epithels zu erkennen. Abgesehen von einer unspezifischen 
Fluoreszenz des Stratum corneum weist nahezu jede einzelne Zelle des 
Pansenepithels eine scharfe Färbung hoher Intensität auf. Diese NBC-assoziierte 
Färbung ist über das gesamte Epithel verteilt und nicht auf eine bestimmte 
Zellschicht reduziert. Dieses Ergebnis konnte an Kryostatschnitten von drei 
verschiedenen Tieren bestätigt werden. 
 
Zur Kontrolle der Spezifität der Antigen-Antikörper-Bindung wurde zusätzlich eine 
Präabsorption mit dem entsprechenden Peptid-Antigen durchgeführt. Die 
anschließende Färbung führte nicht zu der wabenförmigen Zeichnung des 
Pansenepithels, sondern wies eine eher unspezifische, diffuse Verteilung im Gewebe 
auf (Abb.30).  
 
Die beobachtete, spezifische Verteilung der Fluoreszenz in den verschiedenen 
Zelllagen scheint daher auf eine Expression des NBC in den Zellschichten Stratum 
basale bis einschließlich Stratum granulosum hinzuweisen. 


















Abb. 30: Expression des NBC in PLP-fixierten Schnitten des 
Pansenepithels (16 µm). 
a und c:  Färbung mit einem polyklonalen  Anti-NBC-
Antikörper 
b und d:  Färbung mit dem Anti-NBC-Antikörper nach 
Präabsorption mit dem entsprechenden Peptid-
Antigen 
25 µm
 a 25µm b
25µm
 c d 25µm 
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5 DISKUSSION 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass das 
Pansenepithel alle grundsätzlichen Transporter exprimiert, die auch in anderen 
epithelialen Zellen an der Aufrechterhaltung des pHi beteiligt sind. Damit konnte 
erstmals ein komplexes Modell der pHi-Regulation des Pansenepithels aufgestellt 
werden. Zusätzlich gelang es zum ersten Mal, Teilsequenzen der ovinen, pHi-
regulierenden Transporter darzustellen. Ferner konnten erste Erkenntnisse über die 




5.1 REAKTION AUF EINE INTRAZELLULÄRE ANSÄUERUNG 
Die effektive Regulation des pHi der epithelialen Zellen der Pansenwand ist aufgrund 
ihrer persistierenden Säurebelastung von zentraler Bedeutung für die Unversehrtheit 
und damit für die Funktion der Pansenwand. Jedoch wurden bisher relativ wenig 
Untersuchungen zur pHi-Wert Regulation des Pansenepithels durchgeführt. MÜLLER 
et al. (2000) konnte an kultivierten Pansenepithelzellen die Existenz eines NHE 
nachweisen, der in Abwesenheit von extrazellulärem HCO3- der wichtigste 
Mechanismus der Aufrechterhaltung des pHi zu sein scheint. Außerdem lieferte die 
gleiche Studie Hinweise auf einen HCO3- -importierenden Transportmechanismus, 
wenn HCO3- in der extrazellulären Flüssigkeit angeboten wurde. 
 
Ein Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war es daher, diesen HCO3- -Import funktionell 
näher zu charakterisieren und im Anschluss den Beitrag der einzelnen 
alkalisierenden Transporter an der Regulation des pHi zu bestimmen. 
 
 
5.1.1 CHARAKTERISIERUNG UND IDENTIFIZIERUNG EINES NBC 
Auf eine intrazelluläre Ansäuerung mit CO2 reagierten die kultivierten 
Pansenepithelzellen in Anwesenheit von extrazellulärem HCO3- mit einer pHi-Wert-
Regulation in Richtung Ausgangs-pHi-Wert (Abb. 4).  
 
Dabei wurden die Versuchsbedingungen so gewählt, dass ein in die Zelle gerichteter 
HCO3- -Gradient entstand. Intrazellulär wurden auf Grundlage der Henderson–
Hasselbalch-Gleichung (siehe Anhang 10.3) eine Konzentration von 12 mM HCO3- 
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berechnet, während in der verwendeten Pufferlösung insgesamt 20 mM HCO3- 
angeboten wurden (Lösung1). Daraus ergibt sich ein Verhältnis von 
HCO3-extrazellulär : HCO3-intrazellulär von 1,7 : 1. Aufgrund dieses nach intrazellulär 
gerichteten Konzentrationsgefälles von HCO3- wurde angenommen, dass ein 
HCO3- -Import an der beobachteten pHi-Gegenregulation beteiligt sein könnte. 
 
Um diese Annahme zu bestätigen, wurde H2DIDS, ein potenter Hemmstoff der 
meisten Bikarbonat-Transporter (CABANTCHIK u. ROTHSTEIN 1972; ROMERO et 
al. 1997), eingesetzt. Die in Anwesenheit von 500 µM H2DIDS beobachtete 
signifikante Hemmung der pHi-Gegenregulation (Abb. 4) belegt die Existenz eines 
HCO3- -importierenden Transporters in den kultivierten Pansenepithelzellen.  
 
Um diesen HCO3- -Transporter näher zu charakterisieren, wurden im Weiteren 
Ionensubstitutionsversuche durchgeführt. Da an anderen epithelialen Zellen des 
Gastrointestinaltraktes hauptsächlich Na+-abhängige Transporter an der Regulation 
des pHi nach einer akuten Ansäuerung beteiligt zu sein scheinen 
(LAGADIC-GOSSMANN et al. 1992, PERAL et al. 1995, HARA et al. 2000, 
PRAETORIUS et al. 2000), wurde zunächst der Einfluss von extrazellulärem Na+ auf 
die Stärke der pHi-Gegenregulation untersucht. In Abwesenheit von extrazellulärem 
Na+ konnte in Übereinstimmung mit anderen Epithelien auch an den kultivierten 
Pansenepithelzellen nur eine geringe Gegenregulation des pHi beobachtet werden 
(Abb. 5). Die nahezu vollständige Hemmung der pHi-Regulation deutet demnach auf 
eine totale Na+-Abhängigkeit der Erholung des pHi nach einer CO2-induzierten 
Übersäuerung hin. Folglich ist auch der beobachtete HCO3--importierende 
Transporter auf die Anwesenheit von extrazellulärem Na+ angewiesen. 
 
Bisher sind an epithelialen Zellen zwei Na+-abhängige Bikarbonat-Transporter 
beschrieben worden: ein Na+-abhängiger Cl-/HCO3- -Austauscher (NCBE; LITTLE et 
al. 1995; KO et al. 1999; WANG et al. 2000), der extrazelluläres Na+ gemeinsam mit 
HCO3- im Austausch gegen intrazelluläres Cl- in die Zelle transportiert und ein 
Na+-HCO3--Kotransporter (NBC; BORON u. BOULPAEP 1983; BRUNE et al. 1994; 
ROSSMANN et al. 1999; SEIDLER et al. 2001), der unabhängig von intrazellulärem 
Cl- extrazelluläres Na+ gemeinsam mit HCO3- in die Zelle aufnimmt. Innerhalb des 
Gastrointestinaltraktes konnte eine Beteiligung des NCBE an der Aufrechterhaltung 
des pHi z.B. an epithelialen Zellen des Ösophagus (TOBEY et al. 1993) und in 
Kolonzellen des proximalen Abschnittes des Rattenkolons (VANECKOVA et al. 2001) 
nachgewiesen werden. Ein NBC wurde u.a. funktionell in Enterozyten des Huhnes 
(PERAL et al. 1995), in Kryptenzellen des humanen Kolons (TELEKY et al. 1994) 
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und in proximalen Villuszellen des murinen Duodenums (PRAETORIUS et al. 2001) 
charakterisiert.  
 
Um die Existenz eines der beiden Transporter an kultivierten Pansenepithelzellen 
abzuleiten, wurde die intrazelluläre Cl- -Konzentration durch eine 35-minütige 
Vorinkubation in einer Cl- -freien Pufferlösung reduziert. Diese Cl- -Depletion hatte 
keinen Einfluss auf die Stärke der Gegenregulation (Abb. 6). Der Einsatz von 30 µM 
EIPA beweist zusätzlich, dass kein pH-sensitiver, aktivierter NHE an der Erholung 
des pHi in Abwesenheit von intrazellulärem Cl- beteiligt ist (Abb. 7). Daher konnte 
unter den gegebenen Versuchsbedingungen eine Beteiligung des NCBE an der 
Aufrechterhaltung des pHi ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse der funktionellen 
Untersuchung lassen demnach vermuten, dass ein Na+-HCO3- -Kotransporter in 
kultivierten Pansenepithelzellen der zentrale Mechanismus der Bikarbonat-Aufnahme 
ist.  
 
Um die Annahme der Expression eines NBC zu verifizieren, wurde in einem 
nächsten Schritt molekularbiologisch die prinzipielle Existenz eines NBC durch den 
Nachweis einer NBC-kodierenden mRNA bestätigt. Da bisher keine Information über 
die molekularbiologische Struktur eines NBC beim Schaf existierte, wurde eine 
RT-PCR am C-terminalen Ende des Transporters durchgeführt. Das C-terminale 
Ende weist eine hohe Homologie zwischen verschiedenen Spezies auf. Die 
durchgeführte RT-PCR ergab ein Amplifikat der erwarteten Größe (Abb. 19). Die im 
Anschluss durchgeführte Sequenzanalyse des Fragmentes bestätigte die Existenz 
eines NBC in den kultivierten Pansenepithelzellen (Abb. 20). Damit konnte erstmals 
ein Teil der Sequenz eines ovinen NBC dargestellt werden.  
 
Allerdings konnte durch die Wahl des Primer-Paares im C-terminalen Ende des 
Transporters keine Aussage über die Isoform(en) des exprimierten NBC gemacht 
werden. Aufgrund vergleichender Sequenzanalysen sind nach SOLEIMANI und 
BURNHAM (2001) gegenwärtig 4 Isoformen des NBC bekannt, die auch hinsichtlich 
ihrer funktionellen Eigenschaften unterschieden werden können. Der an den 
kultivierten Pansenepithelzellen identifizierte, Na+-gekoppelte HCO3--Import 
zeichnete sich durch die Sensitivität gegenüber H2DIDS und durch seine 
Unabhängigkeit gegenüber intrazellulärem Cl- aus. Unter den 4 identifizierten 
Isoformen besitzen nach SOLEIMANI und BURNHAM (2001) nur der NBC1 und der 
NBC4 ähnliche funktionelle Eigenschaften. Im Gegensatz dazu wird der NBC2-
vermittelte Na+-HCO3--Transport als gar nicht bzw. nur partiell DIDS-sensitiv 
(PUSHKIN et al. 1999; CHOI et al. 2000) beschrieben. Der NBC3 scheint dagegen 
 Diskussion   80
ein Na+-abhängiger Cl-/HCO3- -Austauscher zu sein (GRICHTCHENKO et al. 2001). 
Der NBC4 ist erst kürzlich kloniert worden und wird in Leber, Testis, Milz, Herz und 
Niere exprimiert (PUSHKIN et al. 2000). Eine Expression im Gastrointestinaltrakt 
konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu stellt der NBC1 die im 
Gastrointestinaltrakt am weitesten verbreitete Isoform dar (SEIDLER et al. 2000). 
Aufgrund dieser Expressionsmuster wird die Existenz eines NBC1 auch in den 
kultivierten Pansenepithelzellen vermutet. Für die Existenz eines NBC1 spricht 
weiterhin die Beobachtung, dass diese Isoform im Duodenum neben der Regulation 
des pHi zusätzlich zur Regeneration des intrazellulären HCO3- Pools beiträgt, der 
durch die Sekretion von Bikarbonat belastet wird (JACOB et al. 2000; AKIBA et al. 
2001 a, b). Eine grundsätzliche Beteiligung eines Na+-abhängigen HCO3--Imports an 
der Bikarbonat-Sekretion in HCO3--sezernierenden Organen konnte schon mehrfach 
nachgewiesen werden (POWELL et al. 1971; ISHIGURO et al. 1995, 1996 b). Die 
Untersuchungen von JACOB et al. (2000) und AKIBA et al. (2001 a, b) lassen 
allerdings erstmals auf eine dominante Rolle der Isoform NBC1 an der Bereitstellung 
von HCO3- schließen. Das Pansenepithel sezerniert ebenfalls HCO3- in großen 
Mengen, um den fermentationsbedingten Abfall des ruminalen pH-Wertes zu 
kompensieren (ASH u. DOBSON 1963; GÄBEL et al. 1993). Daher scheint eine 
Akkumulation von HCO3- über einen NBC1 – ähnlich wie am Duodenum beschrieben 
– wahrscheinlich. Eine mit NBC1-spezifischen Primern durchgeführte RT-PCR ergab 
ein Fragment der entsprechenden Größe (Abb. 21). Die anschließende 
Sequenzanalyse bestätigte das Vorhandensein einer NBC1-spezifischen mRNA in 
den kultivierten Zellen (Abb. 22). 
 
Der NBC1 wird in der Literatur als elektrogener Transporter beschrieben, der den 
Transport von Na+ und HCO3- an das Membranpotential koppelt. Dabei können 
3 HCO3- -Ionen pro Na+-Ion oder 2 HCO3- -Ionen pro Na+-Ion transportiert werden. 
Eine Stoichiometrie von 3:1, wie sie bisher nur an der Niere dargestellt wurde 
(GROSS u. HOPFER 1996; ABDULADZE et al. 1998 b; SCHMITT et al. 1999), 
vermittelt einen Efflux von HCO3- aus der Zelle. An der Niere dient dies der 
Rückresorption des filtrierten HCO3- aus dem Harn. Dagegen führt ein 
Transportverhältnis von 2:1 zu einer Aufnahme von Na+ und HCO3- in die Zelle. 
Diese Stoichometrie wird für den NBC1 an allen bisher untersuchten Zellen 
beschrieben (HUGHES et al. 1989; ISHIGURO et al. 1996 a; SEIDLER et al. 2000; 
GROSS et al. 2001). An den kultivierten Pansenepithelzellen konnte funktionell ein 
HCO3--Import nachgewiesen werden, der demnach auf eine Transportrate von 2:1 
hinweist.  
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Somit konnte an kultivierten Pansenepithelzellen funktionell und molekularbiologisch 
die Existenz eines NBC1 nachgewiesen werden, der an der Homöostase des pHi 
dieser Zellen beteiligt ist. Da aber die Expression mehrerer Isoformen des NBC im 
gleichen Gewebe möglich sind (PRAETORIUS et al. 2000; SEIDLER et al. 2000), 
kann die Existenz weiterer Isoformen nicht ausgeschlossen werden.  
 
 
5.1.2 REGULATION DES PHI DER KULTIVIERTEN PANSENEPITHELZELLEN  
5.1.2.1 Regulation des pHi nach einer moderaten Ansäuerung 
Um ein tieferes Verständnis der Regulation des pHi des Pansenepithels zu 
entwickeln, sollte im Folgenden der Einfluss der an kultivierten Pansenepithelzellen 
identifizierten Transporter (NBC und NHE) auf die pHi-Gegenregulation nach einer 
moderaten Ansäuerung untersucht werden. Die Studie von MÜLLER et al. (2000), 
die ebenfalls der Aufklärung der pHi-Wert-Regulation des Pansenepithels diente, 
fokussierte ihre Aufmerksamkeit zunächst auf die funktionelle Charakterisierung des 
NHE. Sie wurde deshalb in Abwesenheit von extrazellulärem HCO3- durchgeführt, 
um Beiträge bikarbonatabhängiger Transportsysteme zu minimieren. Aber wie 
THOMAS (1989) schon erwähnte: „Derjenige, der in bikarbonatfreien Medien 
arbeitet, riskiert vielmehr das Studium zellulärer und molekularer Pathologien als 
Physiologien“. Daher wurde die Untersuchung der pHi-Wert-Regulation der 
Pansenepithelzellen nach einer intrazellulären Ansäuerung in dieser Arbeit 
ausschließlich in Anwesenheit von extrazellulärem HCO3- durchgeführt. 
 
Dafür wurde das Zytosol der Zellen in Anwesenheit von extrazellulärem HCO3- 
mittels CO2 angesäuert. Auf diese induzierte Übersäuerung reagierten die Zellen 
- wie schon beschrieben - mit einer Gegenregulation des pHi in Richtung Ausgangs-
pHi-Wert. An dieser Gegenregulation ist aufgrund der totalen Abhängigkeit der 
Regulation von extrazellulärem Na+ (Abb. 5) und der Hemmbarkeit mit H2DIDS 
(Abb. 4) ein Na+/HCO3- Kotransporter beteiligt. Dass dieser Kotransporter zudem der 
wichtigste Regulationsmechanismus des pHi an kultivierten Pansenepithelzellen in 
Anwesenheit von extrazellulärem HCO3- ist, belegt die Tatsache, dass die 
Gegenregulation mit H2DIDS um 67% reduziert werden konnte.  
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Auch an anderen epithelialen Zellen spielt der NBC eine signifikante Rolle bei der 
Regulation des pHi (TELEKY et al. 1994; PERAL et al. 1995; CAMILION et al. 1996; 
ISHIGURO et al. 2000; AKIBA et al. 2001 a). Ähnlich wie am Pansen scheint der 
Kotransporter in diesen Zellen hauptsächlich für die Regulation des pHi 
verantwortlich zu sein, wenn keine oder nur eine moderate exogene Säurebelastung 
auftritt. In Übereinstimmung mit dieser Beobachtung zeigen Untersuchungen mit 
markiertem 22Na+ an basolateralen Membranvesikeln aus dem renalen Kortex eine 
maximale Aktivität des NBC bei einem physiologischen pHi-Wert (~ 7,4) (SOLEIMANI 
et al. 1991, 1992). Dies deutet daraufhin, dass der Kotransporter nicht erst durch 
eine akute Ansäuerung aktiviert werden muss, sondern auch ohne eine Belastung 
des pHi permanent HCO3- in die Zelle aufnimmt. Dies ermöglicht der Zelle, schon auf 
eine geringe Ansäuerung schnell reagieren zu können. 
 
Neben einem NBC ist in vielen Zellen jedoch selbst bei einer nur moderaten 
Ansäuerung des Zytosols auch ein NHE an der Regulation des pHi beteiligt 
(LAGADIC-GOSSMANN et al. 1992; PERAL et al. 1995; CALONGE et al. 1998). In 
den kultivierten Pansenepithelzellen wurde ebenfalls eine Beteiligung eines NHE an 
der Aufrechterhaltung des pHi vermutet, da 1.) die beobachtete Gegenregulation 
nicht vollständig mit H2DIDS gehemmt werden konnte (Abb. 4), 2.) dieser Transporter 
ebenfalls stark von extrazellulärem Na+ abhängt (ILUNDÁIN 1991; NOËL und 
POUYSSÉGUR 1995) und 3.) der NHE in Abwesenheit von extrazellulärem HCO3- 
der Haupt-Regulationsmechanismus des pHi dieser Zellen zu sein scheint (MÜLLER 
et al. 2000). Da der Einsatz von EIPA, einem spezifischen Hemmstoff des NHE 
(NO L u. POUSSÉGUR 1995), jedoch keine Wirkung auf die Stärke der 
Gegenregulation aufwies (Abb. 5), kann ein Beitrag des NHE an der Regulation des 
pHi nach einer CO2-induzierten Ansäuerung ausgeschlossen werden. Dieses 
Ergebnis lässt sich mit der pH-Sensitivität des NHE erklären. BURCKHARDT et al. 
(2002) konnte die Existenz einer „modifier site“ belegen, die auf die allosterische 
Aktivierung des Transports durch Protonen hinweist. Der „set point“ ist dabei je nach 
untersuchtem Zelltyp unterschiedlich. In einigen Zellen ist daher der NHE bei einem 
physiologischen pHi inaktiv und wird erst durch eine starke Ansäuerung aktiviert 
(MONTROSE u. MURER 1986; TØNNESSEN et al. 1990 b; PRAETORIUS et al 
2001). Die beobachtete Unwirksamkeit des Hemmstoffes EIPA lässt auf ein 
ähnliches Verhalten für den an kultivierten Pansenepithelzellen funktionell 
charakterisierten NHE schließen. Die CO2-induzierte Ansäuerung des Zytosols wird 
an den kultivierten Zellen demnach alleinig durch einen NBC abgefangen, während 
ein NHE nicht aktiviert wird.  
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Die unvollständige Hemmung der pHi-Gegenregulation in Anwesenheit von H2DIDS 
(Abb. 4) könnte ebenfalls durch die vermutete pH-Sensitivität des NHE verursacht 
werden. Durch die Blockierung des HCO3--Importes könnte durch den pHi-Wert-
Abfall der NHE aktiviert werden, der die Ansäuerung teilweise kompensiert. Dagegen 
spricht allerdings die Beobachtung von MÜLLER et al. (2000), der zeigen konnte, 
dass in Abwesenheit von extrazellulärem HCO3- kultivierte Pansenepithelzellen ihren 
pHi über einen NHE bis zur Erreichung des Ausangs-pHi-Wertes regulieren. Damit 
spricht die in diesem Versuch beobachtete unvollständige Hemmung der 
Gegenregulation in Anwesenheit von H2DIDS vielmehr für eine unvollständige 
Blockade des NBC durch den Hemmstoff als für die kompensatorische Aktivierung 
eines NHE. Eine relative Insensitivität des NBC gegenüber Stilbenderivaten ist schon 
mehrfach von anderen Autoren beschrieben worden (AINSWORTH et al. 1998; 
JACOB et al. 2000; PUSHKIN et al. 1999; CHOI et al. 2000). 
 
Diese Ergebnisse weisen zusammengefasst darauf hin, dass eine geringe 
Abweichungen des Ruhe-pHi der Pansenepithelzellen hauptsächlich durch die 
alleinige Aktivität eines NBC kompensiert wird, während der NHE bei der Regulation 
des Ruhe-pHi keine Rolle zu spielen scheint. 
 
 
5.1.2.2 Regulation des pHi nach einer starken intrazellulären Ansäuerung 
Abhängig von der Fütterung der Wiederkäuer treten im Pansen starke 
Konzentrationsschwankungen an SCFA auf. Bei stärkereichen Rationen sind diese 
ausgeprägter als bei einer reinen Heufütterung (BARCROFT et al. 1944) und können 
kurzzeitig Werte bis 200 mM (GÄBEL 1988) erreichen. Da die Produktion der SCFA 
von einer effektiven Resorption dieser Säuren über das Pansenepithel begleitet ist 
(BERGMANN 1990), kann es auch stoßweise im Zytosol der Pansenepithelzellen zu 
einer hochgradigen Säurebelastung kommen, die schnell kompensiert werden muss. 
Um die Regulation des pHi nach einem starken pHi-Abfall zu untersuchen, wurde das 
Zytosol der kultivierten Pansenepithelzellen durch eine Kombination aus der CO2-
induzierten Ansäuerung und einem NH4-Präpuls erheblich um 0,55 Einheiten 
angesäuert (Abb. 1). Im Vergleich dazu senkt die alleinige Ansäuerung der Zellen mit 
CO2 den pHi nur um 0,25 Einheiten ab (Abb. 2).  
 
Im Gegensatz zur pHi-Regulation nach einer moderaten Ansäuerung, bei der ein 
NBC der wichtigste regulierende Transporter zu sein scheint, hatte die alleinige 
Zugabe von 500 µM H2DIDS keinen signifikanten Einfluss auf die Stärke der 
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Gegenregulation nach der kombinierten Azidifizierung (Abb. 17). SOLEIMANI et al. 
(1992) konnte für den renalen NBC eine Abhängigkeit der Aktivität vom 
intrazellulären pH nachweisen. Dabei scheint der NBC bei einem pH-Wert zwischen 
7,2 und 7,4 maximal zu arbeiten, wird jedoch durch alkalische und auch saure 
pH-Werte gehemmt. Die Unwirksamkeit von H2DIDS nach der starken Ansäuerung 
(auf einen pHi von 6,93 ± 0,02) könnte somit Ausdruck einer reduzierten Aktivität des 
NBC und damit einer herabgesetzten Beteiligung dieses Transporters an der 
Gegenregulation sein.  
 
Unter den gegebenen Versuchsbedingungen scheint damit ein anderer, 
alkalisierender Transporter für die vollständige Erholung des pHi verantwortlich zu 
sein. Da an den kultivierten Pansenepithelzellen ein NHE nachgewiesen wurde 
(MÜLLER et al. 2000) und die funktionellen Versuche darauf schließen lassen, dass 
der Na+/H+-Austauscher erst durch einen starken pHi–Abfall aktiviert wird, könnte 
dieser Transporter Grundlage der beobachteten Gegenregulation sein. Entgegen 
dieser Annahme unterscheidet sich die Stärke der Gegenregulation in Anwesenheit 
von 30 µM EIPA jedoch nicht von der Stärke der Gegenregulation der Kontrollzellen 
(Abb. 15). Bei Zugabe beider Hemmstoffe (H2DIDS und EIPA) dagegen kam es zu 
einer signifikanten Reduzierung der pHi-Gegenregulation (Abb. 18). Die Tatsache, 
dass die verwendeten Hemmstoffe nur in Kombination eine Auswirkung auf die 
Erholung des pHi haben, deutet auf ein kompensatorisches Arbeiten der beiden 
alkalisierenden Transporter hin. Wird einer der beiden Transporter durch den 
Hemmstoff blockiert, scheint der andere diesen Funktionsausfall ausgleichen zu 
können. Ein solches kompensatorisches Verhalten von Säure/Base-Transportern 
konnte ebenfalls von KEYNON et al. (1997) bei der Regulation des pHi im 
Pigmentepithel der bovinen Retina beobachtet werden.  
 
Jedoch kann die an den kultivierten Pansenepithelzellen aufgezeichnete Hemmung 
der Gegenregulation um nur 26% in Anwesenheit beider Hemmstoffe (Abb. 18) 
gegenwärtig nicht erklärt werden. Möglicherweise ist die Hemmung der Transporter 
durch die verwendeten Hemmstoffe - ähnlich wie bei der moderaten Ansäuerung 
beobachtet - unvollständig. Eventuell sind an der pHi-Regulation nach der starken 
Ansäuerung auch weitere Transportmechanismen beteiligt, die bisher nicht 
identifiziert werden konnten. Um eine gesicherte Aussage über die 
Schutzmechanismen gegen eine starke Übersäuerung zu machen, sind daher 
weitere Experimente notwendig. Die Ergebnisse lassen aber den Schluss zu, dass 
sowohl der NBC als auch der NHE an der pHi-Regulation nach einer starken 
Ansäuerung beteiligt sind. 
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5.1.2.3 Schlussfolgerungen 
Mit den vorliegenden Ergebnissen können die unterschiedlichen Reaktionen der 
kultivierten Pansenepithelzellen auf eine verschieden starke Säurebelastung des 
Zytosols zusammenfassend wie folgt interpretiert werden: 
 
Ähnlich wie an anderen Zellarten scheint der NBC ein bei einem physiologischen pHi-
Wert konstant arbeitender Transporter zu sein. Er ist hauptsächlich für die 
Aufrechterhaltung des Ruhe-pHi-Wertes verantwortlich, kann aber auch moderate 
Ansäuerungen alleinig kompensieren. Im Gegensatz dazu wird der NHE 
- analog zu anderen Zellen - erst nach einer starken intrazellulären Übersäuerung 
allosterisch durch die Erhöhung der Protonenkonzentration aktiviert. Somit scheint 
der NHE ein „fine tuning“ System darzustellen, dass die Zelle synergistisch zum NBC 
vor einer substantiellen Übersäuerung schützt. Eine ähnlich unterschiedliche 
Beteiligung der beiden Na+-abhängigen Transporter an der pHi-Gegenregulation ist 
auch für die Regulation des pHi von einer Vero-Zelllinie beschrieben worden 
(TØNNESSEN et al. 1990 a). In diesen Zellen werden geringfügige Abweichungen 
des zytosolischen pH hauptsächlich durch einen Na+-abhängigen 
Cl-/HCO3- -Austauscher reguliert. Ein Na+/H+-Austauscher ist erst nach einer starken 
intrazellulären Ansäuerung aktiv.  
 
 
5.2 REAKTION AUF EINE INTRAZELLULÄRE ALKALISIERUNG 
Neben der Notwendigkeit, das Zytosol gegen eine intrazelluläre Übersäuerung zu 
schützen, sind an den meisten untersuchten Zellen zusätzlich Schutzmechanismen 
gegen eine intrazelluläre Alkalisierung vorhanden. In der Regel wird dabei 
intrazelluläres HCO3- im Tausch gegen extrazelluläres Cl- über einen 
Cl-/HCO3- -Austauscher exportiert (TØNNESSEN et al. 1990 a; CALONGE et al. 
1991; TOBEY et al. 1993; LEEM et al. 1999). Auch kultivierte Pansenepithelzellen 
sind in der Lage, auf eine induzierte Alkalisierung mit einer Gegenregulation des pHi 
zu reagieren (MÜLLER et al. 2000). Die Mechanismen, die dieser Regulation 
zugrunde liegen, sind allerdings nicht näher untersucht.  
 
Ein weiteres Ziel des ersten Abschnitts der vorliegenden Arbeit war es daher, den 
azidifizierenden Transportmechanismus funktionell zu charakterisieren. Zusätzlich 
sollte die an der Erholung des pHi nach einer induzierten Alkalisierung beteiligte 
Isoform des Transporters molekularbiologisch bestimmt werden. 
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Analog zu anderen Epithelzellen wird auch für das Pansenepithel eine Kopplung 
zwischen HCO3--Abgabe und Cl--Aufnahme vermutet. Um die Beteiligung eines 
solchen Cl-/HCO3--Austauschers an der pHi-Regulation nach einer intrazellulären 
Alkalisierung funktionell nachzuweisen, wurden kultivierte Pansenepithelzellen durch 
den Wechsel aus einer CO2/HCO3--haltigen Lösung in eine HEPES- gepufferte, 
HCO3- -freie Lösung überführt. Auf den so induzierten Anstieg des pHi reagierten die 
Zellen mit einer pHi-Regulation in Richtung Ausgangs-pHi-Wert (Abb. 8). 
 
Aufgrund des durch die verwendeten Pufferlösungen aufgestellten HCO3--
Konzentrationsgradienten zwischen Zellinnerem und –äußerem, wurde ein 
Bikarbonat-Export als Grundlage der Gegenregulation angenommen. Intrazellulär 
wurden dabei mit Hilfe der Henderson-Hasselbalch-Gleichung 38 mM HCO3- 
berechnet, während extrazellulär kein HCO3- angeboten wurde. Um den vermuteten 
HCO3- Transporter nachzuweisen, wurde das Stilbenderivat H2DIDS, der Hemmstoff 
vieler Bikarbonat-Transporter, eingesetzt. Der Zusatz von 0,5 mM H2DIDS konnte die 
Gegenregulation des pHi allerdings nicht signifikant hemmen (Abb. 8). Eine 
Erhöhung der Hemmstoff-Konzentration auf 0,8 mM führte jedoch zu einer 
signifikanten Verlangsamung der Gegenregulation (Abb. 9). Es wird allgemein 
angenommen und ist z.T. experimentell belegt, dass Stilbendisulfonate kompetitive 
Inhibitoren des Anionen-Austausches sind. So konnte ELADARI et al. (1998) an 
Membranvesikeln aus der Rattenniere nachweisen, dass die Aktivität (gemessen an 
der Cl- -Aufnahme) sowohl des luminalen als auch des basolateralen 
Cl-/HCO3- Austauschers durch einen gesteigerten Einsatz von DIDS abnimmt. Die 
signifikante Verminderung der pHi-Gegenregulation in Anwesenheit von 0,8 mM 
H2DIDS könnte daher auf die Existenz eines HCO3--Transporters an den kultivierten 
Pansenepithelzellen hinweisen. Die Tatsache, dass der Hemmstoff die Erholung des 
pHi jedoch nur verlangsamen aber nicht blockieren kann, deutet allerdings auf einen 
relativ Stilben-insensitiven Cl-/HCO3- Austauscher hin. 
 
Tatsächlich ist in der Literatur schon mehrfach beschrieben worden, dass nicht alle 
Anionen-Austauscher durch Stilbenderivate hemmbar sind. So wurde ein SITS-
insensitiver, Cl- -abhängiger HCO3- -Transport an Vesikeln aus der 
Bürstensaummembran des Intestinaltraktes der Ratte nachgewiesen (VANDRAGER 
u. DE JONGE 1988). BUSCHE et al. (1993) berichtet von einem Stilben-insensitiven 
Cl-/HCO3--Austauscher, der an der basolateralen Seite einer polarisierten 
Kolonzellline zu finden ist. Des Weiteren wurden Unterschiede im Ausmaß der 
Sensitivität von Cl-/HCO3- -Austauschern gegenüber diesen Hemmstoffen 
nachgewiesen. So demonstrierte ELADARI et al. (1998) in der Rattenniere eine 
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5-fach höhere H2DIDS-Sensitivität eines basolateralen gegenüber eines apikalen 
Anionen-Austauschers.  
 
Insgesamt geben die vorliegenden Hemmstoffversuche zusammen mit Befunden aus 
der Literatur zwar erste Hinweise auf einen relativ H2DIDS-insensitiven HCO3- -
Exporteur an den kultivierten Pansenepithelzellen, lassen aber nicht zwingend auf 
einen solchen Transporter schließen. Da aufgrund des Vergleichs mit anderen 
epithelialen Zellen trotzdem ein Cl-/HCO3--Austauscher als Grundlage der 
beobachten pHi-Gegenregulation vermutet wurde, wurde die Abhängigkeit des 
Transportes von extrazellulärem Cl- untersucht. Die Annahme, dass es sich bei dem 
azidifizierenden Transporter tatsächlich um einen Cl-/HCO3--Austauscher handelt, 
wurde durch die totale Blockade der Gegenregulation in Abwesenheit von 
extrazellulärem Cl- unterstützt (Abb. 11).  
 
Bisher sind an epithelialen Zellen funktionell zwei Cl-/HCO3--Austauscher 
beschrieben worden, die sich in ihrer Abhängigkeit von extrazellulärem Na+ 
unterscheiden. Da der Na+-abhängige Cl-/HCO3--Austauscher (NCBE) jedoch 
aufgrund seiner Ionenabhängigkeit als zellalkalisierender Transporter arbeitet und 
demnach HCO3- in die Zelle transportiert, kommt er als Grundlage des an 
Pansenepithelzellen beobachteten HCO3--Exportes nicht in Betracht. Dieser 
Schlussfolgerung entsprechend zeigte die pHi-Gegenregulation der kultivierten 
Pansenepithelzellen nach der induzierten Alkalisierung keine Abhängigkeit von 
extrazellulärem Na+ (Abb. 10). Die Zellen konnten in Abwesenheit von Na+ in der 
Pufferlösung die Anhebung des pHi vollständig gegenregulieren. Unter 
Berücksichtigung der bewiesenen Existenz von relativ stilben-insensitiven Anionen-
Austauschern und der vollständigen Abhängigkeit der pHi-Regulation von 
extrazellulärem Cl- kann daher zusammenfassend die Aktivität eines 
Cl-/HCO3--Austauschers an den kultivierten Pansenepithelzellen abgeleitet werden.  
 
Weitere Anhaltspunkte für diese Annahme finden sich in dem veränderten pHi-Wert-
Anstieg in Abwesenheit von extrazellulärem Cl- (Abb. 11). Zum einen fällt die stärkere 
Alkalisierung nach Wechsel in die Cl--freie Pufferlösung auf. Um diese Beobachtung 
deuten zu können, soll noch einmal kurz auf den Mechanismus der induzierten 
Alkalisierung eingegangen werden. Die Anhebung des pHi wird wahrscheinlich durch 
aus der Zelle herausdiffundierendes CO2 hervorgerufen. Da somit die Zelle eine 
potentielle „Säure“ verliert, wird das Zytosol infolge dessen alkalisch. In Cl--haltigen 
Medien führt diese Alkalisierung zu einer Aktivierung von azidifizierenden 
Mechanismen, die der aufgrund des nachlassenden Konzentrationsgradienten 
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verlangsamenden CO2-Diffusion entgegenstehen. In vielen epithelialen Zellen wird 
dabei HCO3- über einen Cl-/HCO3--Austauscher aus der Zelle exportiert 
(REINERTSEN et al. 1988; HUMPHREYS et al. 1994; JIANG et al. 1994; STERLING 
u. CASEY 1999). Somit lässt die beobachtete stärkere Alkalisierung der 
Pansenepithelzellen in Abwesenheit von extrazellulärem Cl- auf den Ausfall eines 
kompensierenden, Cl--abhängigen Transporters schließen. Dies ist unter 
Berücksichtigung der pHi-Regulation anderer Zellen am Besten mit der Hemmung 
eines Cl-/HCO3--Austauschers zu erklären. 
 
Außerdem fällt der nach einer raschen, initialen Alkalisierung verlangsamte Anstieg 
des pHi nach Wechsel in die Cl--freie Pufferlösung auf (Abb. 11). Auch dieses 
exponentielle Verhalten des pHi in Abwesenheit von extrazellulärem Cl- kann durch 
den Ausfall eines Cl-/HCO3--Austauschers erklärt werden. Der Verlauf der Kurve stellt 
demnach die durch die Blockierung des Cl--abhängigen Transporters 
unkompensierte CO2-Diffusion dar, die erst bei Erreichen des 
Konzentrationsausgleiches ein Plateau erreicht. Somit lässt der exponentielle Verlauf 
des pHi in Cl--freien Lösungen ebenfalls die Aktivität eines Cl-/HCO3--Austauschers in 
den kultivierten Pansenepithelzellen vermuten.  
 
Allerdings sind dies nur indirekte Hinweise auf die Existenz eines solchen 
Austauschers. Es kann zwar sicher eine Cl--Abhängigkeit bewiesen, ein gekoppelter 
HCO3--Export aber nur vermutet werden. Um funktionell dennoch die Existenz eines 
Cl-/HCO3--Austauschers an den kultivierten Pansenepithelzellen nachzuweisen, 
wurde versucht, die Transportrichtung des Austauschers durch Änderung der 
Gradienten für Cl- und HCO3- umzukehren. TELEKY et al. (1994) und VAN  KOVÁ 
et al. (2001) konnten durch eine ähnliche Versuchsanordnung die Aktivität eines 
solchen Austauschers in Kryptenzellen des humanen Kolons bzw. in Kolonzellen des 
proximalen Rattenkolons demonstrieren. Erste Hinweise auf einen umgekehrten 
Cl-/HCO3--Austauscher an den kultivierten Pansenepithelzellen ist in Abb. 12 
dargestellt. Das Entfernen von Cl- aus der Pufferlösung durch erneuten Wechsel in 
eine Cl--freie CO2/HCO3--haltige Lösung bewirkte eine weitere Alkalisierung des 
Zytosols, obwohl die Zellen die CO2-induzierte Ansäuerung bereits vollständig 
kompensiert hatten. Dieser erneute Anstieg des pHi kann durch die Aktivität eines 
umgekehrten Cl-/HCO3- -Austauschers erklärt werden, der nun zusätzlich durch den 
auswärtsgerichteten Cl- -Gradient angetrieben wird.  
 
Um diese Annahme zu festigen, wurde in einem weiteren Ansatz neben dem 
Gradienten für Cl- auch der Gradient für HCO3- durch den Wechsel aus einer HCO3--
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freien, HEPES-gepufferten Lösung in eine Cl- -freie CO2/HCO3- -haltige Pufferlösung 
geändert. Um einen möglichen Einfluss der beiden identifizierten, alkalisierenden 
Transporter (NBC und NHE) an der Gegenregulation des pHi auszuschließen, wurde 
zusätzlich Na+ aus der Pufferlösung entfernt. Vorherige Experimente, die in 
Anwesenheit von Cl- durchgeführt wurden, hatten eine vollständige Abhängigkeit der 
Gegenregulation von Na+ nach einer induzierten Ansäuerung gezeigt (Abb. 5). Die 
Tatsache, dass die kultivierten Pansenepithelzellen nach dem Wechsel aus der 
HEPES-gepufferten in die NaCl-freie Pufferlösung ihren pHi effektiv gegenregulieren 
konnten (Abb. 13), lässt auf die Aktivität eines umgekehrten Cl-/HCO3--Austauschers 
schließen. Der Nachweis, dass an dieser beobachteten Erholung des pHi tatsächlich 
ein HCO3--Transporter beteiligt ist, belegt die 36%ige Hemmung der Gegenregulation 
in Anwesenheit von H2DIDS (Abb. 14). Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse 
für die Aktivität eines Cl-/HCO3--Austauschers, der in kultivierten Pansenepithelzellen 
an der Regulation des pHi nach einer Alkalisierung beteiligt ist.  
 
Bisher sind in der Literatur Cl-/HCO3--Austauscher aus zwei Transporterfamilien 
beschrieben worden: ein Down-Regulated in Adenoma (DRA) aus der Familie der 
Sulfattransporter, und die Gruppe der Anionen-Austauscher (AE), die zusammen mit 
dem NBC und NCBE zu der Bikarbonattransporter-Superfamilie gezählt werden. Bei 
den Anionen-Austauschern sind gegenwärtig 4 Isoformen kloniert, die mit AE1 bis 
AE4 bezeichnet werden. Unter den genannten Cl-/HCO3- -Austauschern (AE1 - 4 und 
DRA) konnte nur für den AE2 ein Beitrag zur pHi-Regulation der Zellen 
nachgewiesen werden (ALPER et al. 1994). Dieser Befund und die ubiquitäre 
Expression des Transporters (KUDRYCKI et al. 1990; ALPER et al 1994, 1999; 
ALREFAI et al. 2001) lassen den AE2 als strukturelles Korrelat des an den 
kultivierten Pansenepithelzellen funktionell nachgewiesenen Cl-/HCO3--Austauschers 
erscheinen. Diese Annahme wird unterstützt durch die Ergebnisse der 
Hemmstoffversuche, die auf eine relative Insensitivität des ruminalen 
Cl-/HCO3--Austauschers gegenüber H2DIDS schließen lassen. Eine geringe 
Hemmbarkeit mit Stilbenderivaten ist ebenfalls für den AE2 belegt worden (ALPER et 
al. 2001). Eine relative Insensitivität gegenüber H2DIDS ist allerdings auch für den 
DRA nachgewiesen worden (JACOB et al. 2002; CHERNOVA et al. 2003). Dieser 
funktionell als Cl-/HCO3--Austauscher beschriebene Transporter wurde jedoch 
– im Gegensatz zum AE2 - in der apikalen Membran des Gastrointestinaltraktes 
lokalisiert (BEYON et al. 1996). Generell spricht jedoch gegen eine apikale 
Lokalisation des an der pHi-Regulation beteiligten, ruminalen 
Cl-/HCO3- -Austauschers die unter physiologischen Bedingungen relativ niedrige Cl- -
Konzentration im Pansenlumen. Diese entspricht etwa nur 1/5 derjenigen des 
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Plasmas (HOLTENIUS u. DAHLBORN 1990). Um jedoch das Zystosol der 
Pansenepithelzellen effektiv gegen eine intrazelluläre Alkalisierung schützen zu 
können, ist eine basolaterale Lokalisation des Transporters zweckmäßiger. Eine 
Verbindung mit dem Blut, das einen relativ konstanten Ionen-Gehalt aufweist, 
garantiert ein ausreichendes Angebot an Cl-, um jederzeit den Austausch gegen 
intrazelluläres HCO3- gewährleisten zu können. Aus diesem Grund kommt auch der 
apikal lokalisierte AE1 als Grundlage der beobachteten pHi-Regulation an den 
kultivierten Pansenepithelzellen nicht in Betracht. Zusätzlich ist diese Isoform 
– im Gegensatz zu dem ruminalen Cl-/HCO3- -Austauscher - mit Stilbenderivaten gut 
hemmbar (ALPER et al. 2001). Gegen die Expression eines AE3 im Zusammenhang 
mit der Regulation des pHi-Wertes spricht die beobachtete Aktivierung des ruminalen 
Cl-/HCO3--Austauschers durch den Anstieg des pHi. In anderen Zellen ist der AE3 als 
insensitiv gegenüber Veränderungen des pH-Wertes beschrieben worden 
(STERLING u. CASEY 1999). Der AE4 ist bisher im Wesentlichen nur in der Niere 
nachgewiesen worden (PARKER et al. 2001; TSUGANEZAWA et al. 2001). 
 
Die relative H2DIDS-Insensitivität des Transporters und die Beteiligung an der 
Homöostase des pHi lassen daher an den kultivierten Pansenepithelzellen die 
Expression eines AE2 vermuten. Die prinzipielle Existenz dieser Isoform in den 
kultivierten Zellen konnte mit Hilfe der RT-PCR nachgewiesen werden (Abb. 23 und 
24). Die durchgeführte RT-PCR ergab ein Amplifikat der erwarteten Größe, das in 
seiner Sequenz zu 83% homolog zu einer analogen Sequenzen eines AE2 aus dem 
Ileum des Kaninchens und zu 77% homolog zu einer analogen Sequenz eines 
humanen AE2 war. Da gegenwärtig keine ovine Sequenz eines AE2 veröffentlicht ist, 
wurde bei der Auswahl des Primer-Paares auf die Sequenz eines bovinen, 
chondrozytären AE2 zurückgegriffen. Mit dem Nachweis eines AE2 in den kultivierten 
Zellen konnte erstmals eine ovine Sequenz des AE2 beschrieben werden. 
 
Die Tatsache, dass der AE2 als basolateraler Transporter beschrieben wird, 
widerspricht den Ergebnissen an isolierten Pansenepithelzellen nicht (WÜRMLI et al. 
1987; GÄBEL et al. 1988; KRAMER et al. 1996), die auf einen apikalen 
Cl-/HCO3--Austauscher hinweisen. Da die Existenz mehrerer Cl-/HCO3--Austauscher 
in einer Zelle dokumentiert ist (VANDRAAGER u. DE JONGE 1988, 
PAPAGEORGIOU et al. 2000; ALREFAI et al. 2001; ISHIGURO et al. 2001), kann 
auch das Pansenepithel verschiedene Isoformen unterschiedlicher Funktion 
exprimieren. Der apikale Anionen-Austauscher wird daher wahrscheinlich primär an 
der Absorption des Cl- aus dem Pansenlumen beteiligt sein, während der AE2 
gemeinsam mit dem NHE den pHi des Pansenepithels reguliert. 
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5.3 PHI-REGULATION DES INTAKTEN PANSENEPITHELS 
Wie bereits erwähnt, kann aufgrund der besonderen Struktur des Pansenepithels 
keine direkte Messung des epithelialen pHi durchgeführt werden. Insbesondere 
stehen dabei der mehrschichtige Aufbau und der starke Verhornungsgrad einer 
gleichmäßigen Aufnahme des intrazellulären Fluoreszenz-Farbstoffes entgegen. Da 
sich grundsätzlich Zellkulturen sehr gut zur Untersuchung der Fluoreszenz mit Hilfe 
zellgängiger Farbstoffe eignen, wurde auch zur Bestimmung der pHi-Regulation des 
Pansenepithels eine Pansenzellkultur als Modell herangezogen. Dass es sich bei 
den kultivierten Zellen tatsächlich um Zellen epithelialen Ursprungs handelte, konnte 
durch den immunhistochemischen Nachweis der Zytokeratine, den typischen 
Intermediärfilamenten des Epithels (MACKENZIE u. GAO 1996), bewiesen werden 
(Abb. 29). 
 
Im zweiten Abschnitt der vorliegenden Arbeit sollten nun die an den kultivierten 
Pansenepithelzellen gewonnenen Ergebnisse auf das Pansenepithel übertragen 
werden. Aus diesem Grund wurden analog zu den kultivierten Zellen RT-PCR´s unter 
gleichen Bedingungen am frisch isolierten Pansenepithel durchgeführt. Aufgrund der 
Ausstattung der kultivierten Zellen und des Pansenepithels mit diesen Transportern 
und der bekannten Regulation des pHi der Zellen kann unter Berücksichtigung 
vergleichender Untersuchungen in anderen Epithelien ein Modell der pHi-Regulation 





In frisch isoliertem Pansenepithel konnte mit Hilfe einer RT-PCR sowohl ein 
Amplifikat aus dem C-terminalen Ende des NBC als auch eine Teilsequenz der 
Isoform NBC1 gewonnen werden (Abb. 21). Diese Teilsequenzen waren zudem 
identisch zu den aus den kultivierten Zellen gewonnenen, analogen Sequenzen 
(Abb. 20 und 22). Diese Homologie lässt auf die Expression eines nahezu 
identischen NBC1 in den Zellen und dem Pansenepithel schließen. 
 
In den kultivierten Pansenepithelzellen konnte gezeigt werden, dass ein NBC 
hauptsächlich für die Regulation des pHi nach einer milden Ansäuerung 
verantwortlich ist und ebenfalls zur Alkalisierung des Zytosols nach einer starken 
intrazellulären Azidifizierung beiträgt. Aufgrund der Expression eines identischen 
NBC1 sowohl in den Zellen als auch im Gewebe kann geschlossen werden, dass 
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dieser Transporter ebenfalls einen entscheidenden Beitrag zur Aufrechterhaltung des 
pHi im Pansenepithel liefert. Diese Vermutung wird durch Studien der pHi-Regulation 
in anderen Zellarten bestätigt. Nahezu alle untersuchten Zellen besitzen einen 
basolateral lokaliserten NBC1, der in unterschiedlichem Maße zur Aufrechterhaltung 
des pHi beiträgt (SEIDLER et al. 2001). 
 
Neben dem NBC ist in den kultivierten Pansenepithelzellen zusätzlich ein NHE an 
der Regulation des pHi nach einer starken intrazellulären Ansäuerung beteiligt, 
dessen Isoform bisher nicht näher eingegrenzt wurde. Unter den 6 gegenwärtig 
klonierten Isoformen des NHE sind nur die Isoformen 1 bis 3 auch funktionell gut 
untersucht und deren Beiträge zur Regulation des pHi, des Zellvolumens und des 
Na+-Transports nachgewiesen (NO L u. POUSSÉGUR 1995; ORLOWSKI u. 
GRINSTEIN 1997). Da in dieser Arbeit u.a. die prinzipielle Existenz der funktionell 
charakterisierten Transporter auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden sollte, 
konzentrierte sich die molekularbiologische Untersuchung der kultivierten 
Pansenepithelzellen als auch des frisch isolierten Pansenepithels daher primär auf 
den Nachweis der Isoformen NHE1 – NHE3. 
 
Mit Hilfe einer entsprechend durchgeführten RT-PCR konnte sowohl in den 
kultivierten Zellen als auch im Pansenepithel eine NHE1-kodierende mRNA 
nachgewiesen werden (Abb. 27 und 28). Wieder waren beide Teilsequenzen 
identisch, was auf die Existenz eines identischen Transporters in beiden Proben 
hinweist (Abb. 27). Dieser Transporter wird im Allgemeinen als die wichtigste an der 
Aufrechterhaltung des Zellmilieus beteiligte Isoform des NHE angesehen, da er 
neben der Homöostase des pHi zusätzlich zur Regulation des Zellvolumens beiträgt 
(NOËL und POYSSÉGUR 1995; YUN et al. 1995; WAKABAYASHI et al. 1997). Er 
wird daher ähnlich dem NBC1 als „houskeeping-Transporter“ bezeichnet und zur 
notwendigen Grundausstattung der Zellen gezählt. Aus diesem Grund wurde schon 
von MÜLLER et al. (2000) vermutet, dass der NHE1 die Isoform ist, die in den 
kultivierten Zellen und folglich auch direkt im Pansenepithel an der pHi–Regulation 
beteiligt ist. Funktionelle Hinweise auf die Aktivität eines NHE1 direkt im 
Pansenepithel lieferten Ussing-Kammer-Untersuchungen (BUTTER 1997), die am 
isolierten Pansenepithel einen basolateralen NHE nachweisen konnten. In anderen 
Zellen konnte der NHE1 ausschließlich in der basolateralen Membran lokalisiert 
werden (BOOKSTEIN et al. 1994; DUDEJA et al. 1996). 
 
Allerdings konnte kürzlich auch eine Beteiligung des NHE2 an der Regulation des pHi 
im Gastrointestinaltrakt (ROSSMANN et al. 2001; PRAETORIUS et al. 2000) 
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abgeleitet werden. Dieser Transporter wird jedoch hauptsächlich in der apikalen 
Membran der untersuchten Zellen lokalisiert und daher vielmehr dem Transport von 
Na+ zugeordnet (TSE et al. 1993; YUN et al. 1995). Eine Beteiligung dieser Isoform 
an der pHi-Regulation des Pansenepithels wurde daher nicht erwartet. Den 
Vermutungen entsprechend konnte eine NHE2-kodierende mRNA weder in den 
kultivierten Zellen noch im Pansenepithel mit Hilfe der RT-PCR nachgewiesen 
werden (Abb. 25 und 26). 
 
Dennoch lassen Ussing-Kammer-Untersuchungen am Pansenepithel auch die 
Existenz eines apikalen NHE vermuten, der primär Na+ zu resorbieren scheint 
(GÄBEL et al. 1991). Die Beteiligung am transepithelialen Na+-Transport konnte in 
zahlreichen anderen Epithelien für den NHE3 nachgewiesen werden (TSE et al. 
1992; BOOKSTEIN et al. 1994; BURCKHARDT et al. 2002). Übereinstimmend mit 
den Ergebnissen der Ussing-Kammer-Versuche konnte im Pansenepithel die 
Transkription einer NHE3-kodierenden mRNA demonstriert werden (Abb. 26). 
Entgegen den Erwartungen konnte diese Isoform des NHE trotz identischer 
Versuchsbedingungen jedoch nicht in den kultivierten Pansenepithelzellen 
nachgewiesen werden (Abb. 25). Solche Unterschiede in der Transporterausstattung 
zwischen einer Zellkultur und dem entsprechenden Gewebe wurde bereits von 
BUSCHE et al. (1993) beschrieben. Obwohl die zur Untersuchung der pHi-Regulation 
des Kolons verwendete Zelllinie HT29 Klon 19A morphologische und funktionelle 
Ähnlichkeit mit dem Kolonepithel aufweist (AUGERON u. LABOISSE 1984), konnte 
der Autor funktionell nur die Isoform NHE1 identifizieren. Am Kolonepithel wurden 
jedoch in anderen Studien sowohl der NHE1 als auch der NHE3 nachgewiesen 
(IKUMA et al. 1999; PRAETORIUS et al. 2000). 
 
Da der NHE3 primär der Na+-Resorption dient, deutet die fehlende Expression des 
NHE3 in den kultivierten Pansenepithelzellen darauf hin, dass die kultivierten Zellen 
nur eingeschränkt zur Untersuchung von Transportvorgängen über das 
Pansenepithel herangezogen werden können. Zur Untersuchung der pHi-Regulation 
jedoch scheinen die Zellen ein adäquates Modell darzustellen, was das Vorliegen 
identischer mRNAs für einen NBC1 und NHE1 nahe legt. 
 
Die Vergleiche der Transporterausstattung auf mRNA-Ebene beweist, dass das 
Pansenepithel mit der Expression des NBC1 und des NHE1 mindestens zwei 
Na+-abhängige Säure/Base-Transporter besitzt, die potentiell an der Regulation des 
pHi nach einer intrazellulären Ansäuerung beteiligt sein können. 
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Zellazidifizierende Transporter 
 
Gegen eine intrazelluläre Alkalisierung sind kultivierte Pansenepithelzellen durch 
einen Cl-/HCO3- -Austausch geschützt, der wahrscheinlich durch einen Anionen-
Austauscher der Isoform AE2 vermittelt wird (Abb. 23). Analog zu den kultivierten 
Zellen konnte auch im Pansenepithel mittels molekularbiologischer Methoden das 
Teilstück einer AE2-kodierenden mRNA nachgewiesen werden (Abb. 23), das in 
seiner Sequenz homolog zu dem der kultivierten Zellen ist (Abb. 24). Das 
Vorhandensein dieser Isoform und der identische Aufbau lassen auch in diesem Fall 
auf eine gleiche Funktion des Transporters im Pansenepithel schließen. Zudem ist 
diese Isoform auch in anderen epithelialen Zellen der wichtigste Schutzmechanismus 
gegen eine intrazelluläre Alkalisierung (TØNNESSEN et al. 1990 a; CALONGE et al. 





Mit einem NBC1, einem NHE1 und einem AE2 besitzt das Pansenepithel alle 
grundsätzlichen Transporter, die auch an anderen Epithelzellen an der Regulation 
des pHi maßgeblich beteiligt sind. Damit lässt sich folgendes Modell der pHi-
Regulation des Pansenepithels ableiten (Abb.31): Einer intrazellulären Absenkung 
des pHi wird sowohl ein NBC1 als auch ein NHE1 entgegengesetzt, die das 
Pansenepithel effektiv gegen geringe Abweichungen des Ruhe-pHi-Wertes aber 
auch gegen eine starke Ansäuerung schützen können. Dabei scheint ein NBC der 
wichtigste Mechanismus zur Aufrechterhaltung des pHi nach moderaten 
Säurebelastungen zu sein, während der NHE1 erst nach einer starken Azidifizierung 
aktiviert wird. Die grundlegende Bedeutung des NBC1 am Pansenepithel wird 
gesteigert durch dessen wahrscheinliche Beteiligung an der Sekretion von HCO3- in 
das Pansenlumen. Diese Sekretion ist essentiell zur Neutralisation der im 
Fermentationsprozess entsehenden SCFA.  



























Allerdings muss dieser konstanten HCO3--Aufnahme ein HCO3--exportierendes 
System entgegengesetzt werden, um auf einen geringeren Verbrauch von 
intrazellulärem HCO3- reagieren zu können. Fütterungsbedingt kann es zu einer 
verminderten Säureproduktion im Pansen und folglich auch zu einer verminderten 
Säurebelastung der Pansenepithelzelle kommen. Die maximale Aktivität des NBC 
und die stoffwechselbedingte, permanente intrazelluläre Produktion von HCO3- kann 
daher bei reduziertem Säureangebot zu einer Alkalisierung des Zytosols führen, die 
kompensiert werden muss. Das Pansenepithel reagiert auf einen solchen Anstieg 
des pHi wahrscheinlich mit einer pHi-sensitiven Aktivierung eines 
Cl-/HCO3--Austauschers (AE2). Die pH-Abhängigkeit des Transporters schützt dabei 
die Zelle vor einer durch die Kompensation auftretenden Azidifizierung des Zytosols, 
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Die im Pansenepithel identifizierten Transporter repräsentieren somit wichtige 
homöostatische Mechanismen, die durch die Aufrechterhaltung eines neutralen pHi-
Wertes die Unversehrtheit und damit wesentlich die Funktion des ruminalen Epithels 
in seiner sauren Umgebung aufrechterhalten. 
 
 
5.4 LOKALISATION DER TRANSPORTER IM PANSENEPITHEL 
Bisher wurden bei allen Überlegungen zur pHi-Regulation des Pansenepithels 
dessen mehrschichtiger Aufbau ignoriert und die verschiedenen Zelllagen zur 
Vereinfachung in der Betrachtung zu einer einzigen, theoretischen Zellschicht 
zusammengefasst. Die besondere Struktur des Pansenepithels erfordert jedoch eine 
differenzierte Verteilung der Transportsysteme im Epithel. Im letzten Abschnitt der 
Arbeit wurde daher begonnen, mit Hilfe der immunhistochemischen Lokalisation der 
an der pHi-Wert-Regulation beteiligten Transporter nähere Informationen über die 
funktionelle Organisation und Polarisation des Pansenepithels zu erhalten. Zusätzlich 
diente die direkte Demonstration des Transporter-Proteins im Epithel einer weiteren 
Bestätigung des aufgestellten Modells der pHi-Regulation. 
 
Das Pansenepithel ist histologisch als ein mehrschichtiges, verhornendes 
Plattenepithel charakterisiert worden und besteht aus 4 verschiedenen Zelllagen, die 
ausgehend von der Basalmembran als Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum 
granulosum und Stratum corneum bezeichnet werden. Lichtmikroskopisch lassen 
sich dabei keine scharfen Grenzen zwischen diesen Zellschichten festlegen. Über die 
funktionelle Organisation dieses mehrschichtigen Epithels ist gegenwärtig wenig 
bekannt. Unter sämtlichen funktionell charakterisierten Transportern des 
Vormagenepithels wurde bisher nur der protonengekoppelte 
Monokarboxylattransporter 1 (MCT1) im Pansenepithel lokalisiert (MÜLLER et al. 
2002). Der MCT1 transportiert Ketonkörper, die Endprodukte des intraepithelialen 
SCFA-Stoffwechsels, zusammen mit H+-Ionen aus der Zelle ins Blut. Gemäß dieser 
Funktion konnte dieser Transporter nur an der basolateralen Membran der Zellen des 
Stratum basale nachgewiesen werden. Da der MCT1 in anderen Zellen 
ausschließlich basolateral lokalisiert wurde, schlugen die Autoren vor, das Stratum 
basale analog zu einschichtigen Epithelien als „basolateral“ zu bezeichnen.  
 
Da für den NBC polyklonale Antikörper zur Verfügung standen (Gabe von B. Schmitt, 
Universität Würzburg) und in den eigenen Versuchen ein NBC sowohl funktionell als 
auch molekularbiologisch sicher nachgewiesen werden konnte, wurde die Verteilung 
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dieses Transporters im Pansenepithel untersucht. Vergleichende Untersuchungen in 
einschichtigen Epithelien stellten ausschließlich eine basolaterale Lokalisation des 
NBC fest (LUBMAN et al. 1995; VORUM et al. 2000). Auch im Pansenepithel wäre 
eine Verbindung dieses Transporters mit dem Blut, d.h. eine „basolaterale“ 
Lokalisation, zweckmäßig, da Blut einen relativ konstanten HCO3--Gehalt aufweist. 
Dadurch kann eine permanente Versorgung der Zelle mit Bikarbonat gewährleistet 
werden. Die Bedeutung einer konstanten Bereitstellung von HCO3- durch einen NBC 
konnte in dieser Arbeit bereits demonstriert werden.  
 
Mit Hilfe des polyklonalen Antikörpers konnte immunhistochemisch die Expression 
eines NBC-Proteins im Pansenepithel nachgewiesen werden (Abb. 30). 
Überraschend scheint der NBC dabei (abgesehen vom Stratum corneum) in jeder 
Zellschicht exprimiert zu sein und keine differenzierte Verteilung in der Zellmembran 
der einzelnen Zellen aufzuweisen. Die zur Kontrolle durchgeführte Präinkubation mit 
dem entsprechenden antigenen Peptid bestätigt diese Beobachtung (Abb. 30). Die 
Anfärbung jeder Zellschicht und die undifferenzierte Verteilung in den 
Zellmembranen widerspricht der ursprünglichen Vermutung einer reinen 
„basolateralen“ Expression im Pansenepithel, wie sie für den MCT1 demonstriert 
werden konnte (MÜLLER et al. 2001). Ausgehend von der Notwendigkeit einer 
permanenten Versorgung jeder einzelnen Zelle mit HCO3-, um den durch die SCFA-
Aufnahme stark beanspruchten pHi regulieren zu können, lässt dieses Ergebnis den 
Schluss zu, dass HCO3- nicht nur aus dem Blut, sondern auch aus dem 
interzellulären Raum bereitgestellt wird. Somit könnte der Interzellulärraum und das 
Blut in diesem Kontext funktionell zu einer Einheit zusammengefasst werden. 
 
Tatsächlich unterstützen frühe histologische Untersuchungen diese Annahme. 
STEVEN und MARSHALL (1970) postulierten ein 3-Kompartiment-Modell des 
Pansenepithels. Zwischen dem Stratum corneum und dem Stratum granulosum 
konnten die Autoren „tight junctions“ nachweisen und schlossen daraus, dass an 
dieser Grenzschicht eine Absorptionsbarriere existiert. Daher wurde das Stratum 
corneum zusammen mit dem Pansenlumen zu einem Kompartiment (Kompartiment 
1) zusammengefasst. Das 2. Kompartiment stellen in diesem Modell die Zellen der 
restlichen Zelllagen dar, die durch durchlässige Zellverbindungen (vornehmlich 
Desmosomen) untereinander verbunden sind. Der Interzellulärraum und das Blut 
bilden das 3. Kompartiment. Diese histologischen Befunde werden gestützt durch 
Transportstudien am isolierten Pansenepithel von STEVENS et al. (1969), welche 
funktionell auf das Vorhandensein einer Absorptionsbarriere zwischen Stratum 
corneum und Stratum granulosum schließen lassen.  
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Aufgrund dieser histologischen und funktionellen Ergebnisse stellten STEVENS und 
MARSHALL (1970) ein Modell der Na+-Absorption auf, dass erweitert auch auf die 
Aufnahme der SCFA aus dem Pansen angewendet werden kann. Demnach werden 
SCFA an der Absorptionsbarriere (der „apikalen“ Membran) aufgenommen und durch 
die miteinander verbundenen ruminalen Zellen bis zur Basalmembran 
durchgeschleust, wo sie ins Blut abgegeben werden. Während des Transports durch 
das Epithel belasten diese Säuren den pHi der einzelnen epithelialen Zellen. 
Demnach muss jede einzelne Zelle über pHi-regulierende Transporter verfügen, um 
einer letalen intrazellulären Übersäuerung entgegen wirken zu können. 
 
Mit diesem Modell kann die Expression des NBC im gesamten Pansenepithel erklärt 
werden. Hinsichtlich der pHi-Regulation können somit die Zellschichten Stratum 
basale bis einschließlich Stratum granulosum funktionell zu einer Einheit 
zusammengefasst und analog zu einschichtigen Epithelien als „basolateral“ 
bezeichnet werden. Auch die ausschließliche Lokalisation des MCT1 im Stratum 
basale (MÜLLER et al. 2002) stimmt mit dieser Einteilung des Pansenepithels in 3 
Kompartimente überein. Eine ausschließliche Abgabe der Monokarboxylsäuren ins 
Blut ist sinnvoll, da sie 1.) andernfalls als Säuren ebenfalls zur Säurebelastung der 
Pansenepithelzellen beitragen würden und 2.) als Energieträger im Organismus 
weiterverwendet werden können. 
 
Die immunhistochemische Lokalisation des NBC1 im Pansenepithel liefert somit 
erste Hinweise zur Aufklärung der funktionellen Organisation des mehrschichtigen 
Pansenepithels. Eine Bestätigung der hinsichtlich der Regulation des pHi 
postulierten, funktionellen Einheit der unteren Zelllagen muss allerdings erst durch 
die Lokalisation der anderen pHi-Wert-regulierenden Transporter des Pansenepithels 
(NHE1 und AE2) erbracht werden. Diese beiden Transporter werden in 
einschichtigen Epitelien ebenfalls fast ausschließlich basolateral lokalisiert. 
Desweiteren stützt die Demonstration des NBC-Proteins im Pansenepithel das 
aufgestellte Modell der pHi-Regulation, das im Wesentlichen nur indirekt aufgrund 
ähnlicher mRNA-Austattung von dem Zellkulturmodell abgeleitet werden konnte. 
 
Abb. 32 zeigt die aufgrund der immunhistochemischen Versuche erwartete 
funktionelle Organisation des Pansenepithels hinsichtlich der pHi-Regulation. 
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Das Pansenepithel von Wiederkäuern ist durch die Aufnahme intraruminal 
produzierter Fermentationsprodukte (SCFA und CO2) der permanenten Gefahr einer 
intrazellulären Übersäuerung ausgesetzt. Darüber hinaus wird die intrazelluläre 
Pufferkapazität der Zellen durch die Sekretion von Bikarbonat in das Pansenlumen 
kontinuierlich reduziert. Um unter diesen Bedingungen ein letales Absinken des 
intrazellulären pH-Wertes (pHi) zu verhindern, müssen die Zellen effektive pHi-
regulierende Mechanismen exprimieren. 
 
Zur Identifizierung der Transporter, die nach unterschiedlich starken Ansäuerungen 
des Zytosols den pHi aufrechterhalten, wurden zunächst pHi-Wert-Messungen an 
primärkultivierten Pansenepithelzellen des Schafes durchgeführt. Dabei wurden die 
Zellen mit dem pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff BCECF beladen. Anschließend 
wurden molekularbiologisch die Isoformen der an der pHi-Regulation der Zellen 
beteiligten Transporter bestimmt und deren Expression direkt im frisch isolierten 
Pansenepithel überprüft. Somit konnte ein komplexes Model der pHi-Regulation des 
ruminalen Epithels aufgestellt werden. Zusätzlich sollte die am frisch fixierten 
Pansenepithel durchgeführte Immunhistochemie erste Einblicke in die funktionelle 
Organisation dieses mehrschichtigen Epithels hinsichtlich der pHi-Regulation geben. 
 
Es wurden folgende Befunde erhoben: 
 
-  Die pHi-Regulation nach einer moderaten intrazellulären Ansäuerung war 
vollständig von extrazellulärem Na+ abhängig, unabhängig von intrazellulärem Cl- 
und konnte durch H2DIDS, einem bekannten Hemmstoff vieler Bikarbonat-
Transporter, effektiv gehemmt werden. EIPA, ein Hemmstoff des Na+/H+-
Austauschers (NHE), hatte dagegen keinen Einfluss auf die beobachtete 
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pHi-Gegenregulation. Diese Ergebnisse belegen die Aktivität eines Na+-HCO3- -
Kotransporters (NBC). Molekularbiologisch konnte eine NBC1-kodierende mRNA 
sowohl in den kultivierten Pansenepithelzellen als auch direkt im Pansenepithel 
nachgewiesen werden. Nach einer starken intrazellulären Übersäuerung konnte 
die Erholung des pHi nur durch den gleichzeitigen Einsatz von H2DIDS und EIPA 
signifikant gehemmt werden.  
-  Die pHi-Gegenregulation nach einer intrazellulären Alkalisierung war Na+-
unabhängig, abhängig von extrazellulärem Cl- und konnte mit H2DIDS 
verlangsamt werden. Diese Ergebnisse deuten auf einen Cl-/HCO3- -Austauschers 
(AE) hin. Dessen Existenz wurde funktionell durch Umkehrung der 
Transportrichtung und folgenden Hemmung durch H2DIDS verifiziert. 
Molekularbiologisch konnte sowohl in den kultivierten Zellen als auch im 
Pansenepithel die Isoform AE2 nachgewiesen werden. 
-  Ferner konnte für den von MÜLLER et al. (2000) bereits funktionell 
nachgewiesenen Na+/H+-Austauscher in den kultivierten Zellen und am 
Pansenpithel die Isoform NHE1 nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den 
kultivierten Zellen exprimiert das Epithel zusätzlich die Isoform NHE3. Ein NHE2 
war weder in den Zellen noch im Gewebe nachweisbar.  
-  Durch Anfärbung des Transporter-Proteins wurde immunhistochemisch ein Na+-
HCO3- -Kotransporter in den Zellschichten Stratum basale bis Stratum 
granulosum des mehrschichtigen Epithels lokalisiert.  
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Pansenepithel mit einem NHE1, 
einem NBC1 und einem AE2 die grundlegenden Transporter besitzt, die auch an 
anderen epithelialen Zellen an der Aufrechterhaltung des pHi beteiligt sind. Dabei 
scheint der NBC der wichtigste pHi-regulierende Mechanismus des Ruhe-pHi-Wertes 
zu sein, während der NHE erst durch eine starke Übersäuerung aktiviert wird. Der 
AE2 schützt die Zelle vor einer intrazellulären Alkalisierung. Die alleinige Expression 
der Isoform NHE3 im Pansenepithel, die an anderen Zellen primär der Resorption 
von Na+ dient, deutet darauf hin, dass das Zellkulturmodel 
– im Gegensatz zur Untersuchung der pHi-Regulation - für Transportstudien nur 
eingeschränkt eingesetzt werden kann. Die Lokalisation des NBC im gesamten 
Epithel (ausgenommen des Stratum corneum) lässt ferner darauf schließen, dass 
diese Zelllagen hinsichtlich der pHi-Regulation eine Einheit bilden und analog zu 
einschichtigen Epithelien als „basolateral“ bezeichnet werden können. Im Rahmen 
dieser Arbeit wurden zum ersten Mal molekularbiologisch Teilsequenzen eines 
ovinen NBC1, NHE1, NHE3 und AE2 bestimmt. 
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The ruminal epithelium is in permanent danger of an intracellular acidosis due to the 
absorption of microbial produced SCFA and CO2. Furthermore, the intracellular buffer 
capacity is continuously reduced by the secretion of bicarbonate into the ruminal 
lumen. To avoid a lethal drop of the intracellular pH (pHi) under these conditions the 
ruminal epithelial cells have to express effective pHi–regulating mechanisms.  
 
The aim of this work was to establish an extensive and comprehensive model of the 
pHi-regulation of the ruminal epithelium. By use of the pH-sensitive dye BCECF three 
pHi-regulating transporters could be determined in cultured ruminal epithelial cells of 
sheep. In addition, the isoforms of the identified transporters were determined by 
molecularbiological techniques in both the cultured cells and directly in the ruminal 
epithelium. Moreover, immunohistochemical approaches were used to gain more 
insight into the functional organisation of the multilayered ruminal epithelium 
regarding its pHi-regulation. 
 
The following results were obtained: 
 
-  pHi-regulation following mild intracellular acidification was shown to be strongly 
dependent on extracellular Na+, but was independent upon intracellular Cl-. In the 
presence of H2DIDS, a known inhibitor of many bicarbonate transporters, the 
counter-regulation of pHi could effectively be reduced, while EIPA, an inhibitor of 
the Na+/H+-exchanger (NHE), had no effect on the observed regulation. The 
results count for the presence of a Na+-HCO3- -cotransporter (NBC). The principle 
existence of such a transporter was further verified by the detection of a NBC1-
coding mRNA in the cultured cells as well as directly in the ruminal epithelium. 
pHi-regulation following strong intracellular acidification could only be inhibited 
when both H2DIDS and EIPA were used.  
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-  pHi-regulation following an intracellular alkalisation was independent of 
extracellular Na+, strongly dependent upon intracellular Cl- and slowed down by 
H2DIDS. These results postulate a Cl-/HCO3--exchanger (AE). Its existence was 
further verified by changing the direction of transport and the following inhibition 
by H2DIDS. By the help of molecularbiological techniques the anion exchanger 
isoform AE2 was detected in the cultured cells as well as in the intact epithelium. 
-  Cultured ruminal epithelial cells as well as the ruminal epithelium possess the 
isoform NHE1 of the Na+/H+-exchanger, which was functionally characterised by 
Müller et al. (2000) earlier. Moreover, the ruminal epithelium expresses 
additionally the isoform NHE3, which was not found in the cultured cells. Neither 
the cells nor the epithelium express the isoform NHE2. 
-  By the use of immunohistochemical staining, the Na+-HCO3- -cotransporter was 
localised in the cell layers from stratum basale to stratum granulosum of the 
multilayered ruminal epithelium.  
 
In conclusion, expressing a NHE1, a NBC1 and an AE2 the ruminal epithelium 
possesses some of the basic transporters, which are known to be involved in the pHi-
regulation in other cells. The NBC seems to be of the greatest importance in 
regulating the basal pHi, while the NHE is activated only by a strong intracellular 
acidification. The AE2 protects the cells against an intracellular alkalisation. The 
NHE3 is exclusively expressed in the intact epithelium but not in the cultured cells. 
This gives hints, that -unlike for investigating the regulation of pHi - the use of the cell 
culture model for transport studies is limited, for in other epithelial cells the NHE3 is 
primarily involved in the transport of Na+. The localisation of the NBC in every cell 
layer (except the stratum corneum) suggests, that the cell layers of the ruminal 
epithelium form an integrated unit regarding the regulation of pHi. In this context 
these cell layers could be addressed as “basolateral” analogous to monolayered 
epithelia. Within the scope of this work, partial sequences of an ovine NBC1, NHE1, 
NHE3 and AE2 could be determined molecularbiologically for the first time. 
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9  ANLAGEN 




- 500 ml Hank´s gepufferte Salzlösung 
- 50 ml Trypsin (25g x ml-1) 
- 0,1g Na4EDTA 
- 5 ml Penicillin/Streptomycin ( 10000 U x ml-1 Penicillin; 10 mg x ml –1 Streptomycin) 
 
 
Supplementiertes Medium M-199 
 
- 100 ml Medium-199 mit Earle`s-Salzen 
- 15 ml fetales Kälberserum 
- 2 ml HEPES (1M) 
- 0,5 ml Gentamicin (10 mg x ml-1) 





- 100 ml MEM mit Earle`s-Salzen 
- 10 ml fetales Kälberserum 
- 2 ml HEPES (1M) 
- 0,5 ml Gentamicin (10 mg x ml-1) 








 Anlagen   II
9.2  ZUSAMMENSETZUNG DER PUFFERLÖSUNGEN 
 
Tab. A1: Grundpufferlösungen 
 
                       Pufferlösung 
 Substanz 
 Lösung 1 Lösung 2 Lösung 3  Eichlösung 
 NaCl  110 110  90 
 NH4Cl    20 
 KCl  5,4 5,4 5,4 121,5 
 CaCl2 × 2 H2O  0,6 0,6 0,6 1 
 MgCl2 × 6 H2O  1,2 1,2 1,2 1 
 NaH2PO4 × H2O  0,6 0,6 0,6 
 Na2HPO4 × 2 H2O  2,4 2,4 2,4 
 NaHCO3  20 
 HEPES-Na   20 20 10 
 Glukose  10 10 10 10 
 
Lösung1: CO2-haltige, HCO3- -gepufferte Lösung (Krebs-Henseleit) 
Lösung 2: HEPES-gepufferte Lösung 
Lösung3: NH4+/NH3-haltige Lösung 
 
Die Werte der Substanzen (Tab. A1 - A3) sind in mM angegeben. Die Osmolalität der 
in Tab. A1 – A3 aufgeführten Pufferlösungen wurde wie unter Kapitel 3.4 
beschrieben mit Mannit auf 285 ± 5 mosmol x kg-1 eingestellt. 
 
 Anlagen   III
Tab. A2: Pufferlösung zur Bestimmung der Ionenabhängigkeit des HCO3- -






























                 Pufferlösung 
 Substanz 
 Lösung 4 Lösung 5  
 NMDG+  30 
 Na-Glukonat   110  
 KCl  5,4   
 K-Glukonat   5,4  
 HCL  110   
 CaCl2 × 2 H2O  0,6   
Ca-Glukonat x H2O 
  0,6  
 MgCl2 × 6 H2O  1,2   
 Mg-Glukonat   1,2  
KH2PO4 (wasserfrei)  0,6   
 NaH2PO4 x H2O   0,6  
 K2HPO4 x 3 H2O  2,4   
 Na2HPO4 x 2 H2O   2,4  
 HEPES 
 (freie Säure)  20   
 NaHCO3   20 
 Glukose  10 10  
 Anlagen   IV 
Tab. A3: Pufferlösungen zur funktionellen Charakterisierung des HCO3- -




































  Pufferlösung 
 Substanz 
 Lösung 6 Lösung 7 Lösung 8 
 NMDG+  130  110 
 Na-Glukonat   110 
 KCl  5,4  
 K-Glukonat   5,4 5,4 
 Glukonsäure 
 (50%ig)    110 
 HCL  110 
 CaCl2 × 2 H2O  0,6   
Ca-Glukonat x H2O 
  0,6 0,6 
 MgCl2 × 6 H2O  1,2 
 Mg-Glukonat   1,2 1,2 
KH2PO4 (wasserfrei)  0,6  0,6 
 NaH2PO4 x H2O   0,6 
 K2HPO4 x 3 H2O  2,4  2,4 
 Na2HPO4 x 2 H2O   2,4 
 CholinHCO3 
 (45 %ig)    20 
 HEPES 
 (freie Säure)  20 
 HEPES-Na   20  
 Glukose  10 10 10 
 Anlagen   V
9.3 HENDERSON-HASSELBALCH-GLEICHUNG 
 
Die Berechnung der intra- und extrazellulären Bikarbonatkonzentrationen erfolgte 
nach Umstellung der Henderson Hasselbalch-Gleichung auf Grundlage der 
eingestellten Versuchsbedingungen: 
 
[HCO3-] = 10pH-pk x 0,03 x pCO2 
 
[HCO3-] = Bikarbonatkonzentration in mM 
pHextrazellulär = 7,35 
pHintrazellulär = 7,13 (nach intrazellulärer Ansäuerung mit CO2; siehe Abb. 1) 
pHintrazellulär = 7,63 (nach intrazellulärer Alkalisierung durch Entfernen des CO2; 
   Abb. 3) 
pk  = 6,1 
pCO2  = 5 kPa   38 mm Hg (bei 5%) 
0,03  = Löslichkeit von CO2 in physiologischen Flüssigkeiten 
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